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Foram isoladas e caracterizadas hidrogenases de bactérias
redutoras de sulfato do género Desulfovibrio (DI) (Dlqiqas, (NClB
9332), D=salexiqens (estirpe British Guiana, NClB 8403), Dlba-
culatus (estirpe 9974, D5M 1743) e D.desulfuricans (ATCC 27774»
e de uma bactéria metanogénica (Methanosarcina (Ns.) barkeri, D5M
800). Utilizou-se como técnica básica de caracterização a espec-
troscopia de Ressonância Paramagnética Electrónica (RPE), comple-
mentada, para a hidrogenase de D.qiqas, com estudos de espectros-
copia de Mõssbauer. Todas as enzimas estudadas contêm niqueI e
centros Fe/S pertencendo ao grupo das hidrogenases [NiFe].
A hidrogenase de D.qiqas (NClB 9932), tem uma massa mole-
cular de 89,5 kDa, é composta de duas subunidades não idênticas
de 62 e 26 kDa, res~ectivamente e contém 11 átomo-g de ferro e 1
átomo-g de niqueI por mole de enzima. Os àtomos de ferro encon-
tram-se agrupados em centros Fe/5: um centro [3Fe-x5] e dois
centros [4Fe-45]2+/1+. No estado nativo todos os centros Fe/5
estão no estado oxidado. O centro de niqueI contém um ião niqueI,
provavelmente no estado de oxidação Ni 3+. Os estudos espectros-
cópicos de RPE e M~ssbauer revelaram a ausência de interaccções
magnéticas entre estes quatro centros metálicos no estado nativo
da enzima. O espectro de RPE do estado nativo apresenta essen-
cialmente dois sinais de RPE: um sinal praticamente isotropico,
centrado a g=2,01, detectável a temperaturas até cerca qe 30 K,
atribuido, através de estudos de M~ssbauer, a um centro [3Fe-x5]
oxidado (5=1/2); um sinal rõmbico, saturado com a potência da
radiação de microondas a baixas temperaturas, detectado a tempe-
raturas elevadas (facilmente observável a 77 K), com valores de g
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a 2,31, 2,23 e 2,02 (Qingl Ni-A). Em algumas preparações da
hidrogenase é detectàvel outro sinal r6mbico, de menor intensi-
dade, com valores de g a 2,33 2,16 e 2,02 (§ingl tli-B) a
intensidade relativa destes dois sinais rdmbicos pode ser modifi-
cada por ciclos de redução/reoxidação anaer6bica da hidrogenase.
Por substituição isot6pica com 61 Ni foi possivel atribuir inequi-
vocamente estes sinais de RPE rômbicos a espécies paramagneticas
de niqueI, possivelmente NiCIII). A hidrogenase de D.gigas foi
também isolada a partir de células crescidas em meio enriquecido
em 57 Fe, o que permitiu realizar estudos detalhados de espec-
troscopia de Mõssbauer nos estados oxidado e reduzidos desta
enzima.
Estudou-se a evolução dos espectros de RPE da hidroge-
nase de D.gigas por incubação com o substrato natural (hidrogenio
molecular), ou por redução quimica. Detectaram-se assim diversas
espécies paramagnéticas, intermediàrias do ciclo catalitico, e
determinaram-se os potenciais redox para as transições observa-
,
das. O centro [3Fe-xS] reduz-se a um potencial E =-70 mV; estudos
o
de espectroscopia de Mõssbauer revelaram que este centro não
sofre interconversão em centros [4Fe-4S] nos estados reduzidos da
enzima. O Sinal Ni A desaparece num processo monoelectr6nico com
,
E =-220 mV (pH=8,5), dependente do pH, obtendo-se um estado
o
silencioso em RPE. Os dados de espectroscopia de Mõssbauer indi-
cam que neste estado de redução um centro [4Fe-4S] se encontra
reduzido, embora não se observe o sinal de RPE tipico a g=1,94.
Uma possivel explicação para este resultado levou a propor que o
processo a -220 mV pode estar associado á redução de um centro
[4Fe-4S]. O estado silencioso observado em RPE poderá então
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resultar de um acoplamento magnético entre o centro de niqueI
(III) e o centro [4Fe-4S]1+. 0 passo seguinte de redução leva á
formação de um novo sinal de RPE rômbico (~1n~ Ni-C), com va-
lores de g a 2,19, 2,14 e 2,02, atribuido inequivocamente a
niqueI por substituição isotópica com 61 Ni. Este sinal correspon-
de a uma espécie intermediária, com um potencial de formação
entre -350 e -380 mV (pH=8,5), e desaparecendo num processo com
potenciais inferiores a -400 mV. Estudos de RPE a baixas tempera-
turas destes estados de redução levaram á observação de outros
sinais de RPE complexos: i) um sinal com valores de g a 2,21
2,10 e componentes alargadas a valores mais elevados de campo
magnético ( sinal a g="2,21"), de relaxação rápida, formando-se a
potenciais inferiores a -330 mV (pH=8,5) e diminuindo de intensi-
dade a potenciais inferiores a -410 mV iii) sinais com g m-1,94,
tipicos de centros [4Fe-4SJ 1+. Todos estes dados foram correla-
cionados com estudos de actividade catalitica da hidrogenase
realizados por outros autores, numa tentativa de identificar a
função de cada centro metálico, propondo-se um mecanismo mole-
cular de activação e de produção/consumo de hidrogénio por esta
hidrogenase.
Foram isoladas três formas de hidrogenas e de D.baculatus
(estirpe 9974, DSM 1743): hidrogenase periplàsmica (obtida por
lavagem das células), hidrogenase membranar (obtida por solubili-
zação a partir de fracções particulares) e hidrogenase citoplàs-
mica (obtida por ruptura das células). Não foram realizados
estudos detalhados de localização que permitam comprovar a origem
topológica de cada uma daquelas fracções; a sua designação traduz
apenas o modo como foram obtidas. As hidrogenases de D.baculatus
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sào compostas de duas subunidades não idênticas e contém ferro,
niqueI e selénio. No estado oxidado possuem caracteristicas es-
pectroscópicas (RPE) diferentes. A hidrogenase membranar apre-
senta dois sinais de RPE rômbicos, com valores de g a 2,34 , 2,16
e -2,02 e a 2,33, 2,23 e -2,02 semelhantes aos sinais Ni-B e
Ni-A da hidrogenase de D.gigas; a temperaturas inferiores a 30 K
detecta-se um sinal quase isotrópico centrado a g=2,01, de fraca
intensidade, correspondendo possivelmente a um centro [3Fe-xS]. A
hidrogenase periplàsmica apresenta um sinal de RPE rõmbico, com
valores de g a 2,12, 2,06 e 2,02, possivelmente devido a uma
espécie paramagnética de niquei, e um sinal isotr6pico semelhante
ao observado na hidrogenase membranar. A hidrogenase citoplàsmica
é praticamente silenciosa em RPE no estado nativo. Nos estados de
redução sob hidrogénio ou com redutores quimicos as três hidroge-
nases de D.baculatus apresentam espectros de RPE idênticos. A
temperaturas baixas observam-se dois tipos de sinais: um sinal de
relaxação ràpida, com valores de g superiores a 2, anàlogo ao
sinal a "g=2,21" da hidrogenase de D.giga;;:;:, e sinais a gm-1,94,
atribuidos a pelo menos dois centros [4Fe-4S] reduzidos; a tempe-
raturas superiores a 20 K, detecta-se um sinal de RPE rômbico,
com valores de g a 2,22, 2,16 e 2,01, com características seme-
lhantes ao sinal Ni-C da hidrogenase de D.gigas. Por titulação
redox sob hidrogénio da hidrogenase citoplàsmica a pH=7,6 foram
determinados os potenciais redox associados ao aparecimento deste
sinal (entre -300 e-380 mV) e ao seu desaparecimento (inferior a
-420 mV). Foi também estudada a actividade catalitica destas
+hidrogenases - na reacção de permuta D2/H, verificando-se que a
razão H2/HD é dependente do pH e, a pH=7,6, é superior a 1.
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A hidrogenase de D:salexigens (estirpe British Guiana,
NCIB 8403) tem uma massa molecular de 98 kDa, é também consti-
tuida por duas subunidades não idênticas e contém 8-10 àtomo-g de
ferro, 1 àtomo-g de niqueI e 1 àtomo-g de selenio por mole de
enzima. No estado nativo é praticamente silenciosa em RPE; no
estado reduzido sob H2 detectam-se sinais de RPE anàlogos aos das
hidrogenases atràs referidas: a baixa temperatura observam-se
sinais de RPE com gm~1,94, possivelmente devidos a dois centros
[4Fe~4SJ2+/1+ reduzidos e sinais complexos de relaxação ràpida
com caracteristicas semelhantes ao sinal a g="2,21" da hidroge-
nase de D:gigas; a temperaturas superiores a 20 K observa-se um
sinal rômbico com valores de g a 2,22, 2,16 e 2,02, semelhante
ao sinal Ni~Q. Foram realizadas titulações redox sob hidrogenio
para esta hidrogenase, a pH=7,6: o sinal a g=2,22 forma-se a
potenciais inferiores a -300 mV, atinge uma intensidade màxima a
cerca de -380 mV e decresce de intensidade novamente a potenciais
inferiores; o sinal a g="2,21" forma-se a potenciais inferiores a
-330 mV e atinge uma intensidade màxima a cerca de -400 mV,
decrescendo ligeiramente de intensidade a potenciais mais negati-
vos. A razão H2/HD na reacção de permuta D2/H+ catalisada por
esta hidrogenase, a pH=7,6, é superior a 1.
A hidrogenase de D:desulfuricans (ATCC 27774) apresenta
caracteristicas muito semelhantes às da hidrogenas e de D:gigas:
tem uma massa molecular de 75,5 kDa, é constituida por duas
subunidades diferentes de massas moleculares de 58,2 e 26,2 kDa,
respectivamente, e contém 11 àtomo-g de ferro e 1 àtomo-g de
niqueI por mole de enzima; no estado nativo detecta-se um sinal
de RPE isotrõpico a g=2,01 correspondente a um centro [3Fe-xS]ox
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e um sinal rômbico com valores de g a 2,33 2,16 e 2,02,
idêntico ao ~inal Ni-a da hidrogenase de D,gigas, Estudos de
M8ssbauer no estado nativo revelaram ainda a presença de dois
centros 2+/1+ ,[4Fe-4S]' no estado ox~dado; nos estados reduzidos
•
sob hidrogénio observam-se sinais de RPE do tipo Ni-Q (valores de
g a 2,19 , 2,14 e 2,02) e a g="2,21". A razão H2/HD na reacção de
+permuta D2/H é inferior a 1 a pH=7,6.
Isolou-se também uma hidrogenase soluvel de um organismo
metanogénico metabolicamente versàtil, Nethanosarcina barkeri
(DSM 800), Esta hidrogenase contém 8 àtomo-g de ferro, 1 àtomo-g
de niqueI e uma mole de FMN ou riboflavina por massa molecular
minima de 60 kDa. A hidrogenase de Ns,barkeri reduz o cofactor
F4 20 na presença de hidrogénio. No estado nativo apresenta um
sinal de RPE rômbico, de fraca intensidade, com valores de g a
2,24, 2,20 e 2,02, para além de um sinal isotr6pico, detectàvel
a temperaturas superiores a 20 k, possivelmente devidos a uma
espécie de niqueI e a um radical semi-quinona, respectivamente.
No estado reduzido sob hidrogénio ou por adição de ditionito de
s6dio observam-se sinais de RPE a baixas temperaturas com
1+gm-1,94, atribuidos a dois centros [4Fe-4S] , e , a temperaturas
superiores a 30 K, sinais complexos com valores de g superiores a
2, possivelmente associados a multiplas espécies de niqueI. As
propriedades desta hidrogenase são comparadas com os dados dispo-
niveis para hidrogenases isoladas de bactérias metanogénicas.
Os dados fisico-quimicos das hidrogenases [NiFe] de De-
sulfovibriones são discutidos, propondo-se um mecanismo comum
para a produção e consumo de hidrogénio por estas hidrogenases.
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o trabalho realizado mostrou as potencialidades das espec-
troscopias de Ressonância Paramagnética Electrónica e de MBss-
bauer no estudo de metaloenzimas complexas contendo centros para-
magnéticos e de ferro, levando á caracterização da estrutura e
constituição dos grupos prostéticos de hidrogenases contendo
niqueI e centros ferro-enxofre. Em particular, estas técnicas
espectroscópicas permitiram o estudo detalhado da função do cen-
tro de niqueI nas hidrogenases e a observação de espécies inter-
mediárias relevantes para o ciclo catalitico destas enzimas.
Evidenciou-se também a importância do uso de isótopos com pro-
priedades espectroscópicas determinantes _61 Ni e 57 Fe- que possi-
bilitaram a identificação inequivoca de algumas espécies pa-
ramagnéticas contendo niqueI e ferro, bem como a optimização da
utilização da espectroscopia de Mõssbauer.
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Hydrogenases from sulfate reducing bacteria of the De-
sulTovibrio (Dz genus tDzgigas (NelB 9332), D~salexigens (strain
British Guiana, NCIB 8403), Dzbaculatus (strain 9974, DSM 1743)
and DzdesulTuricans (ATCC 27774» and also from a methanogenic
bacteria (Nethanosarcina barkeri, DSM 800) were isolated and
characterized by Electronic Paramagnetic Resonance (EPR)
spectroscopy. The studies performed on D,gigas hydrogenase were
further compiemented using M8ssbauer spectroscopy data. AlI the
enzymes studied contain nickel and iron-sulfur centers, belonging
to the group of [NiFe] hydrogenases.
D,gigas (NClB 9332) hydrogenase has a molecular mass of 89
kDa, is composed of two non-identical subunits of 62 and 26
kDa,respectively and contains 11 g-atom of iron and 1 g-atom of
nickei per mole of enzyme. The iron atoms are arranged in Fe/S
clusters: one [3Fe-xS] and two [4Fe-4S]2+/1+ centers. ln the
native state ali the Fe/S clusters are in the oxidized state.
The nickel center contains a nickel ion probably in the Ni3+
state. EPR and M8ssbauer spectroscopic data show the absence of
magnetic interactions between these four metallic centers in the
enzYme native state. The EPR spectrum of D,gigas hydrogenase
native state presents basically two EPR signals: an almost
isotropic signal, centered at g=2.02, detectable at temperatures
up to 30 K, assigned through M8ssbauer studies to a [3Fe-xS]
oxidized center (S=1/2), and a rhombic signal, saturated with
microwave power at low temperatures (well observed at 77 K), with
g-values at 2.31, 2.23 and 2.02 (Ni-s.tgnal lU. ln some D,gigas
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hydrogenase preparations it is observed another rhombic signal,
of lower intensity, with g values at 2.33,2.16 and 2.02 (~~-
Signal ~); the relative intensity of these two rhombic signals
can be modified by anaerobic cycles oi reduction/reoxidation of
the hydrogenase. By 61 Ni isotopic substitution it was possible to
unambiguously assign these rhombic EPR signals to paramagnetic
nickel species, probably Ni(!!!). D3qiqas hydrogenase was also
isolated from cells grown in a 57 Fe enriched medium, what allowed
detailed Mõssbauer studies of the oxidized and reduced states of
the enzyme.
The evolution of the hydrogenase EPR spectra after
incubation with the natural substrate (molecular hydrogen) or by
data show that in this state one [4Fe-4S] center is reàuced,
tials for the observed transitions were determined by redox
revealed that this center does not interconvert into a [4Fe-4S]
studies
,
pH dependent, at E =-220
o
Mbssbauer spectroscopy
,
at E =-70 mV;
o
mV (at pH=8.5), leading to an EPR silent state. The Mdssbauer
chemical reduction indicated the presence of several paramagnetic
reduction occurs
cluster in the reduced states of the enzYme. The ~i-Signal ~
disappears in a monoelectronic process,
species, intermediates of the catalytic cycle. The redox poten-
titrations followed by EPR spectroscopy. The [3Fe-xS] center
although it is not observed the typical gm=1,94 EPR signal. A
possible explanation for this observation leà us to propose that
the process at -220 mV is the reduction of the [4Fe-4S] center,
that magnetically couples to the nickel paramagnetic center,
resulting in the EPR silent state. The next step of reduction
leads to the formation of a new EPR rhombic signal (Ni-Signal ~),
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with g- values at 2.19, 2.14 and 2.02, unambiguously assigned to
a nickel species by 61 Ni isotopic substitution. This signal
corresponds to an intermediate species, appearing at redox
potentials between -350 and -380 mV (pH=8.5), and disappearing in
a process with redox potentials below -400 mV. Low temperature
EPR studies of these reduction states showed the presence of
other complex EPR signals: i) a rapid relaxing signal, with g-
values at 2.21, 2.10 and broad components at higher magnetic
fields (termed the "g=2.21" signal), appearing at redox
potentials below -330 mV (pH=8.5), attaining maximum intensity at
in intensity at lower redox
typical of [4Fe-4S]l+ centers.
decreasingandmV-400
potentials; ii) ~=1.94 signals,
AlI this data is correlated with hydrogenase activity studies, in
about
an attempt to identify the catalytic function of each metallic
center. This correlation led to the proposition of a molecular
mechanism for the activation and production/consumption of
hydrogen by this hydrogenase.
Three different forms of hydrogenase were isolated from
D.baculatus (strain 9974, DSM 1743): a periplasmic hydrogenase
(obtained by cell washing), a membrane-bound hydrogenase (ob-
tained by solubilization from particulate fractions) and a
cytoplasmic hydrogenase (obtained by cell rupture). Detailed
localization studies were not performed, so as to prove the
topological origin of each fraction; their designation reflects
only the way by which they were obtained. D.baculatus
hydrogenases are composed of two non-identical subunits and
contain iron, nickel and selenium. ln the oxidized state these
hydrogenase fractions show different EPR characteristics. The
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membrane bound enzyme presents two rhombic EPR signals, with g-
values at 2.33, 2.23 and ~2.0, and at 2.34, 2.16 and ~2.0,
similar to and B-
-, at
temperatures below 30 K an almost isotropic signal of low
intensity, centered at g=2.02, is detected, corresponding
probably to a [3Fe-xS] oxidized center. The periplasmic
22
silent in the native state. However, after reduction under
rhombic signal is observed, with g-values at 2.22, 2.16 and 2.01,
a
at
the
low
8403)
At
that
D~baculatu:.."
NelB
three
Guiana,
the
British
show similar EPR spectra.
(strain
+the D2/H exchange reaction revealedin
fractions
or by chemical methods,
D.sale:,,:igeT/:.."
of this signal. Studies of the catalytic activity of D~baculatus
mass of 98 kDa and contains 8-10 g-atom of iron, 1 g atom of
gave the redox potential values associated with the appearance
analogous -to Dlgigas hydrogenase Ni-~gnal ç. A redox titration
hydrogenases
an isotropic signal identical to the one found for the membrane
temperatures two types of signals are observed: a fast relaxing
2.06 and 2.02, possibly due to a paramagnetic nickel species, and
H2/HD ratio is pH dependent and higher than 1 at pH 7.6
of the cytoplasmic hydrogenase, under hydrogen and at pH=7.6,
signal, with g-values higher than 2, similar to the Dlgigas
hydrogenase shows a rhombic EPR signal with g-values at 2.12,
hydrogenase is also composed of two subunits, has a molecular
bound hydrogenase. The cytoplasmic hydrogenase is almost EPR
hydrogen
hydrogenase
hydrogenase "g=2.21" signal, and gm=1,94 signals assigned to
least two [4Fe-4S] 1+ centers. ·At temperatures above 20 K,
(between -300 and -340 mv) and the disappearance (below -420 mV)
nickel and 1 g-atom of selenium. ln the native state this
hydrogenase is almost EPR silent, but EPR signals similar to
those above mentioned for the other hydrogenases were detected in
signals at
and a fast
to D"gigascharacteristicssimilarwithsignal
hydrogen reduced states. At low temperatures
1+probably due to two [4Fe-4S] centers,
the
g =1. 94
m
relaxing
hydrogenase "g=2.21" signal are observed. At temperatures above
20 K a rhombic EPR signal with g-values at 2.22, 2.16 and 2.02 is
present, analogous to Ni~ignal Q. Redox titrations under H2 were
also performed, at pH=7.6, for this hydrogenase: the g=2.22
signal develops below -300 mV, attains a maximum intensity at
about -380 mV and decreases in intensity at lower redox
potentials; the "g=2,21" signal appears below -330 mV and reaches
the maximum intensity at -400 mV; at lower redox potentials its
intensity decreases slightly. The H2/HD ratio in the D2/ H+
exchange reaction catalyzed by this hydrogenase is higher than 1
at pH=7.6.
D"desulfuricans (ATCC 27774) hydrogenase has very similar
characteristics to D"gigas hydrogenase. It has a molecular mass
of 75,5 kDa, is composed of two non-identical subunits of 58.2
and 26.2 kDa, respectively, and contains 11 g-atom of iron and 1
g-atom of nickel per mole of enzyme. The EPR spectrum of its
native state shows an isotropic signal centered at g=2.02,
assigned to an oxidized [3Fe-xS] center and a rhombic signal with
g-values at 2.33, 2.16 and 2.02 analogous to tli- signal ~ of
D"gigas hydrogenase. M~ssbauer studies of the native state
revealed also the presence of two [4Fe-4S]2+ clusters. ln the
hydrogen reduced state two sets of signals are detected: a
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rhombic signal at g=2.19, 2.14 and 2.02 (Ni-signal Q) and a
"g=2.21" signal. The H2/HD ratio in the D2/H+ exchange reaction
is lower than 1 at pH 7.6.
I
1
A soluble hydrogenase was isolated from a metabolic
versatile methanogenic bacteria - Hethanosarcina barkeri (DSM
800). This hydrogenase contains 8 g-atom of iron, about 1 g-atom
of nickel and a flavin group per minimal molecular mass of 60
kDa. Hs#barkeri hydrogenase reduces the F420 cofactor under H2 .
In the native state it shows a rhombic EPR signal, of low
intensity, with g values at 2.24, 2.20 and 2.0, and an isotropic
signal at g=2.00, detectable at temperatures higher than 20 K,
characterization of the structure and constitution of metallic
methanogenic bacteria.
particular, the detailed study of the nickel center function in
theallowedThesisin thispresentedworkThe
The physico-chemical properties of the [NiFe] hydrogenases
centers of nickel-iron-sulfur containing hydrogenases and, in
hydrogen by these enzimes.
hydrogenase presents EPR signals at ~=1.94, assigned to two
[4Fe-4S]1+ centers and, at temperatures above 30 K, complex EPR
probably due to a nickel paramagnetic species and a semiquinone
the activation of the hydrogen molecule by these enzYIDes. It is
isolated from Desulfovibrio sp. are compared and discussed, being
multiple nickel species. The properties of this hydrogenase are
proposed a common mechanism for the production and consumption of
signals with g values higher than 2, possibly associated with
radical, respectively. In the hydrogen reduced states this
compared with the available data ror hydrogenases isolated from
24
worthwhile to stress that the EPR technique is a particularly
sensitive probe for detecting the nature of the nickel site, the
nickel oxidation states involved, mid-point redox potentials and
the catalytic role of nickel in hydrogen metabolismo EPR and
Mbssbauer spectroscopic techniques, used in conjunction, gave
decisive clues for the characterization of the complex
hydrogenase enzyme. The use of metal isotope enrichments, such as
with 61 Ni and 51 Fe isotopes, is also illustrated, enabling
unambiguously the assignment of nickel and iron EPR signals and
increasing
spectroscopy.
the experimental
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A - Absorvància
A~ - Azotobacter
A. - Constante de acoplamento hiperfino lmT- miliTesla)
1
ADP - Adenosinadifosfato
ATP - Adenosinatriiosiato
APS - Adeninafosfosulfato
ATCC - American Type Culture Collection
B~ - Bacillu$
C~ - Clostridium
Ch,- Chromatium
cis - cisteina
CoA - Coenzima A
CoM - Coenzima M
Da - Dalton
DC - Dicroismo circular
DCM - Dicroismo circular magnético
DSM - Deutsche Sammlung von Mikro-organisme
DEAE - Dietil-amino-etil celulose
DMSO - Dimetilsulfóxido
E, - Escherechia
E
o
- Potencial redox formal em relação ao eléctrodo padrão de
hidrogénio ( V- Volt; mV - miliVolt)
ENH - Eléctrodo normal de hidrogénio
ESC - Eléctrodo saturado de calomelanos
EDTA - Acido etilenodiaminotetracético
EXAFS - Extended X-Ray Absortion Fine Structure
[Fe] (Hidrogenases) - Hidrogenases contendo apenas centros [Fe-S]
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Fd - Ferredoxina
FAD - Flavina-Adenina-Dinucleotido
FMN - Flavina mononucleótido
g - Factor g
g - g mínimo
min
gmed - g médio
g - g màximoMax
gm - valor de g médio: gm= 1/3 ( gmin + gmed + gmax )
g., - g paralelo
I I
gl - g perpendicular
gli - glicina
H - campo magnético (T - Tesla; mT - miliTesla)
His - Histidina
HPLC - High Pressure Liquid Chromatography
HTP - Hidroxilapatite
HASE - Hidrogenase
HIPIP - High Potential Iron Protein
I - Spin nuclear
K - grau Kelvin
M - molar ( mM - milimolar)
H. - Hicrococcus
Hb. - Nethanobacterium
Hs. - Nethanosarcina
MV - Metil viologénio
mnt - malenonitriloditiolato
nm - nanómetro
[NiFe] (Hidrogenases) - Hidrogenases contendo niqueI e centros
[Fe-S]
NCIB - National Collection of Industrial Bacteria
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ox - oxidado
P _ potência da radiação de microondas (Watt)
Pl/ 2 - potência de meia saturação (Watt)
o _ Rhodopseudomonas
/"'"
Rb - rubredoxina
red - reduzido
RMN - Ressonância Magnética Nuclear
RPE - Ressonância Paramagnética Electrónica
S - spin electrónico
* IS - Enxofre làbi
atngl Ni~A - Sinal de RPE de niqueI da hidrogenase de D..gigas,
com valores de g a 2,31 , 2,23 e 2,02
~ngl Ni~ - Sinal de RPE de niqueI da hidrogenase de D"gigas,
com valores de g a 2,33 , 2,16 e 2,02
~ngl Mi-C - Sinal de RPE de niqueI da hidrogenase de D.qiqas re-
duzida, com valores de g a 2,19 , 2,14 e 2,02-
Sinal a g="2,21" - Sinal de RPE da hidrogenase de D.gigas reduzi-
da, com valores de g a 2,21 , 2,10 e componen-
tes alargadas a campo magnético mais alto
T - Tesla (10 4 Gauss)
Tris - Tris(hidroxilmetil)aminometano
TPTZ - 2,4,6 tripiridil-s-triazina
UV - Ultravioleta
Vis - Visivel
E _ absortividade molar (M- 1.cm-1)
8 - desvio isomérico (mm/s)
Â E - Desdobramento de Quadrupolo (mm/s)
Q
Á - comprimento de onda (nm)
Á - constante de acoplamento hiperfino
As bactérias redutoras de sulfato e as bactérias meta-
nogénicas estão envolvidas em processos microbianos de relevân-
cia económica, como por exemplo processos de produção de energia,
corrosão e poluição. Para um controlo eficaz dos processos envol-
vidos é necessàrio adquirir toda uma série de dados, nomeadamente
a caracterização da população microbiana presente nesses sistemas
e o estudo das características fisiológicas e do metabolismo de
cada organismo. Uma etapa fundamental para o conhecimento deta-
lhado do metabolismo é o isolamento e a caracterização das pro-
teínas constituintes de cada bactéria (definição do equipamento
enzimático). No trabalho desenvolvido nesta tese foi estudada a
enzima hidrogenase isolada de bactérias redutoras de sulfato, do
género Desulfovibrio, e de uma bactéria metanogénica. A metodolo~
gia usada està representada esquematicamente no diagrama seguin-
te.
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Após a ruptura da parede celular de cada organismo (des-
truição da organiza~ão celular) obtém-se um extracto bruto e
procede-se á sua fracciona~ão, purificando-se cada componente.
Segue-se então a caracteriza~ão fisico-quimica destes componentes
isolados, que envolve inicialmente a determinação de propriedades
básicas: massa molecular, subunidades, ponto isoeléctrico, acti-
vidade enzimática e contendo em metais. O passo seguinte consiste
na caracterização dos centros activos de cada enzima. Para este
efeito foram utilizadas neste trabalho técnicas espectroscópicas:
espectroscopia de Visivel e Ultravioleta, espectroscopia de
M~ssbauer e, como técnica básica, a espectroscopia de Ressonân-
cia Paramagnética Electrónica (RPE). A utiliza~ão destas duas
ultimas técnicas foi possivel uma vez que a hidrogenase contem
centros paramagnéticos e centros de ferro. Na posse destes dados
pode então estudar-se a rela~ão entre a estrutura de cada centro
enzimático e a sua fun~ão na actividade catalitica da enzima e
determinar os diversos estados intermediários da enzima no pro-
cesso catalitico (com especial relevo para a interac~ão com
substratos). O trabalho efectuado teve como principal objectivo a
caracteriza~ão espectroscópica dos centros activos das hidroge-
nases e o estudo do mecanismo molecular da reacção catalitica.
Uma extensão natural do trabalho realizado envolve a re-
constituição in vitro dos vàrios percursos metabólicos, come~an­
do-se por estudar a interacção entre proteinas duas as duas e,
progressivamente, complicando-se o sistema por introdução de
novos componentes, numa tentativa de reproduzir o sistema in
vivo. Assim, foram realizados alguns estudos preliminares de
interacção entre a enzima hidrogenase e o citocromo c 3 te-
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trahémico, ferredoxinas e, para a hidrogenase de bactérias meta-
nogénicas, o cofactor F4 20.
Outro dado importante que pode ser obtido por estes es-
tudos é a caracterização de estruturas enzimàticas que desenvol-
vem reacções com elevada especificidade e reactividade em condi-
ções suaves de temperatura e pressão, que podem servir como
modelos para a sintese de sistemas biomiméticos que permitam
realizar as mesmas reacções numa escala laboratorial ou mesmo
industrial.
O trabalho realizado é apresentado de acordo com o
seguinte esquema:
- O Capitulo I é um resumo bibliogràfico, descrevendo-se as
caracteristicas gerais da enzima hidrogenase e o metabolismo dos
organismos redutores de sulfato e metanogénicos, realçando-se o
papel central da hidrogenase neste metabolismo;
- Nos Capitulos II e III apresentam-se dados da quimica de
compostos de niqueI e caracteristicas gerais de proteinas simples
contendo centros ferro/enxofre, que servirão como base de infor-
mação para a caracterização da enzima complexa que é a hidroge-
nase;
- No Capitulo IV são discutidos os mecanismos gerais que têm sido
propostos para a actividade catalitica da hidrogenase,
nomeadamente para o modo de activação da molécula de hidrogénio;
- Os Capitulos V a IX apresentam o trabalho experimental desen-
volvido na caracterização fisico-quimica das hidrogenases isola-
das de bactérias redutoras de sulfato do género Desulfovibrio
(D.) - D.gigas (Capitulo V), D.baculatus (Cap. VI), D.salexigens
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(Cap. VII), Dzdesulfuricans (ATCC 27774) (Cap. IX)- e de uma
bactéria metanogénica - Hethanosarcina barkeri (Cap. VIII). A
hidrogenase de D.gigas foi estudada com maior detalhe, sendo os
dados obtidos para esta hidrogenase utilizados como referência
as hidrogenases isoladas de outros organismos;para
_ No Capitulo X efectua-se um estudo comparativo das vàrias
hidrogenases estudadas, discutindo-se a possibilidade da exis-
tência de um mecanismo reaccional comum ás hidrogenases contendo
centros Fe/S e niqueI;
_ As técnicas experimentais utilizadas neste trabalho são descri-
tas detalhadamente em Apêndice.
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/CAP..J:.TULO ..J:.:
H..J:.DROGENASES
CARACTERíST~CAS GERA..J:.S
E FUN~O METABôLICA
A Hidrogenase (EC.l.12.) é uma enzima que catalisa a
reacção de oxidação-redução mais simples
2 H+ + 2 e ~ H2
desempenhando um papel fundamental no metabolismo de numerosos
microorganismos (1-6). Està envolvida em percursos metabolicos
que envolvem quer a oxidação de H2 ' (fonte energética), quer a
redução de protões (aceitantes terminais de electrões de cadeias
de transferência electrónica). Na Tabela 1.1 apresentam-se as
classes e alguns exemplos de microorganismos nos quais tem sido
detectada a presença de actividade hidrogenàsica ou a partir
dos quais se têm isolado estas enzimas.
TABELA I.l: Exemplos de organismos apresentando
actividade hidrogenàsica (1,2)
CLASSE
-Anaeróbicas: Redutoras de Sulfato
Metanogénicas
-Facultativas:
-Fotossintéticas
-Aeróbicas
-Aeróbicas Fixadoras de azoto
-Cianobactérias
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ORGANISMO
De s u l-r o~' i b r i o
Hethanobacterium
Clostridium
E.coli
Chromatium
Thiocapsa
Alcaligenes
Pseudomonas
Nocardia
Azotobacter
Rhizobia
Anabaena
Algas
A molécula de hidrogénio possui propriedades quimicas e
fisicas significantes para sistemas biológicos; calor de com-
bustão elevado, alta difusividade e permeabilidade em membranas
biológicas, ao contrário do seu produto de oxidação, o protão,
que de acordo com a hipótese quimiosmótica, não é permeàvel
nestas membranas. Assim, os organismos que têm a capacidade de
oxidar hidrogénio na superficie externa da membrana citoplàsmica
têm a possibilidade de gerar gradientes de protões sem a inter-
venção de ciclos de Mitchell tipicos. A enzima hidrogenase pode
realizar a translocação de protões, uma caracteristica fundamen-
tal para a bioenergética destes organismos (3-5).
O hidrogénio desempenha um papel importante nas cadeias
anaeróbicas de degradação de matéria orgânica, sendo produzido
por bactérias fermentativas, fotossintéticas e fixadoras de azoto
e utilizado por diversos grupos de bactérias aeróbicas e anaero-
bicas. Muitas bactérias fermentativas utilizam a hidrogenase como
uma "vàlvula energética". Este processo permite a libertação de
excesso de poder redutor, levandoâ produção de H2 e obtenção de
energia por fosforilação a nivel de substrato, ou o consumo de H2
(como doador de electrões) em processos geradores de energia e em
vias biossinteticas.
O hidrogénio aparece também envolvido como uma espécie
fundamental em associações microbianas de organismos produtores e
consumidores de H2, através dum processo designado por
"Transferênciª g~ bid~~niQ .int~-e.ê.Eécie§." (3). Esta
minimo nos biótopos onde existem
transferência
extracelular ê
é tão efectiva que o nivel de hidrogénio
aquelas
associações. O hidrogénio produzido nestes ecossistemas
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geralmente utilizado por organismos metanogénicos, como redutor
de CO 2 para a produção de CH4.
° papel do hidrogénio como intermediàrio no ciclo de
degradação de matéria orgânica é posto em evidência pelo facto de
H2 e CO2 serem convertidos em metano e de a produção microbiana
deste gás ser bastante superior às reservas de combustivel f6ssil
(gás natural) existentes (1).
Apesar da simplicidade da reacção catalisada por esta
enzima, a constituição dos centros activos de hidrogenases isola-
das de diferentes organismos apresenta uma grande diversidade. A
ànica caracteristica comum a todas as enzimas até agora purifica-
das é o facto de consistirem em enzimas contendo sempre centros
ferro-enxofre [Fe-S], com 4 a 12 átomos de ferro por molécula,
organizados em agregados de estruturas básicas conhecidas (2,3):
[2Fe-2S], [3Fe-xS] e [4Fe-4S].
Algumas hidrogenases contêm ainda outros grupos prostéti-
cos: grupos flavinicos (FMN ou FAD) e niqueI (em geral, 1 mole de
Ni por mole de enzima). Em relação á composição em centros acti-
vos os dados disponiveis parecem indicar a existência de dois
tipos de hidrogenase: enzimas contendo apenas centros [Fe-S],
designadas por hidrogenases [Fe]; hidrogenases contendo niqueI e
centros [Fe-S], designadas por hidrogenases [NiFe]. As do primei-
ro tipo são representadas pelas hidrogenases de D.vulqaris e
C.pasteurianum e contêm um a dois centros [4Fe-4S] e um centro
[Fe;....S] de caracteristicas invulgares (7,8,9,10); as do segundo
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tipo são encontradas em variadissimos organismos, sendo a hidro-
genase de D.qigas considerada o protótipo destas enzimas (11,12).
A presença de grupos flavinicos só tem sido detectada no segundo
grupo de enzimas.
Neste trabalho foram isoladas hidrogenases apenas do tipo
[NiFe], pelo que a discussão das propriedades destas enzimas nos
capitulos posteriores se limitarà a este tipo de enzima. Nas
alineas seguintes serão descritas brevemente as principais carac-
teristicas dos organismos de que se isolaram hidrogenases neste
trabalho: bactérias redutoras de sulfato e metanogénicas, real-
çando-se o papel central desempenhado pela hidrogenase no seu
metabolismo.
As bactérias redutoras de sulfato realizam a redução de
compostos de enxofre, em reacções relevantes para o ciclo biol6-
gico deste elemento (Figura 1. 1) . Os organismos do género De-
sulfovibrio são o ànico grupo bacteriano que participa claramente
na Transf~ênciª g~ HidrQ.g~i.Q ln.:t~~§Bécie§., funcionando como
organismos produtores ou consumidores de hidrogénio (1-3). O
estudo do metabolismo do hidrogénio molecular e da enzima hidro-
genase é determinante para a compreensão da bioquimica e fisiolo-
gia da redução dissimilativa de sulfato, bem como para o estudo
da transferência de hidrogénio interespécies em processos comple-
xos de fermentação como a metanogénese (3).
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Redução
(6)
(1) Compostos
----~~. de 8 reduzido
(3,4)
80 )
Plantas, microorganismos
~(1)
de 2- Bactérias redutoras
-80 • H284 de sulfato
(2)
Esteres
sulfato
Animais, Microorganismos, Plantas
Oxidação
(l)-Assimilaç~o de sulfato i (2)-Reduç~0 dissimilativa de
sulfato; (3) -Oxidaç~o quimolitotrofica de compostos
de S reduzidos j (4)- Oxida~~o fotolitotrõfica de com-
postos de S reduzidos ; (5)-Oxida~~0 de tiois a sulfato
(6)-Dessulfura~~0 de tiois organicos
Figura 1.1: Ciclo bio16gico do Enxofre (13)
As vàrias transforma~~es do enxofre neste ciclo biblo-
gico podem ser assimilativas ou dissimilativas. Em con-
diç~es aerobicas a redu~~o de sulfato e assimilativa
(por ex., em plantas e microorganismos), enquanto a 0-
xidaç~o dos compostos de enxofre e dissimilativa para a
maioria das bacterias. Em condi~~es anaerobicas os com-
postos de enxofre oxidado ou reduzido s~o substratos a-
penas para processos metabolicos bacterianos.
I. 2. l-Enzima§. ~ ~ottlna§. envolvidª-ª nª redu~Q dissimilativª
de §ulfato
As bactérias redutoras de sulfato usam este composto de
enxofre como aceitante de electrões para processos catab61icos de
oxidação, formando-se H28
Este processo de respiração designa-se por redução dissi-
milativa de sulfato, estando acoplado á sintese de ATP (14).
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2 ATP 2 ATP
FNS- Fosforilaç~o a Nivel de Substrato
Foram identificados oito géneros de bactérias redutoras de
sulfato DesulTovibrio~ DesulTotomaculum~ DesulTobulbus~
DesulTobacter~ DesulTococus~ DesulTosarcina~ DesulTonema e
ThermodesulTobacterium (4,14).
Discutiremos com brevidade o complexo sistema enzimàtico
do género DesulTovibrio, não só por ser aquele para o qual se
dispõe de maior numero de dados, mas também por neste trabalho se
terem isolado e caracterizado hidrogenases apenas de
DesulTovibriones. Estas bactérias possuem uma enorme variedade de
proteínas de transferência electrónica, contendo uma grande
diversidade de grupos protéticos, tais como centros Fe/S,
sirohemo, níquel, porfirina de cobalto, hemos c e b, molibdenio e
flavinas. Os dados disponíveis para um organismo típico (D.gigas)
são apresentados na Tabela 1.2. As propriedades destas proteínas
foram recentemente discutidas em detalhe (5,6,15). As proteínas
mais simples contendo apenas um tipo de centro têm sido
utilizadas como modelos interessantes para o estudo de enzimas e
sistemas enzimàticos complexos que possuem diversos tipos de
centros, como por exemplo a hidrogenase (níquel e agregados [Fe-
S]), a sulfito reductase (sirohemo e agregados [Fe-S]) e a APS
reductase (flavinas e agregados [Fe-S]).
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TABELA 1.2: Centro~ activo~ em proteina~ de D.gigas
Proteína
Citocromo c
(tetrahémic6)
Citocromo c
(octahémicoJ
Tipo de centro
4 hemo~ tipo c
(hi~,hi~)
8 hemos tipo c
(his,his)
Potencial redox (mV)
-235,-235,-306,-315
Rubredoxina [Rb]
Desulforedoxina
Ferredoxina I
Ferredoxina II
Fe(S-cis 4)
[Rb] distorcido
[4Fe-4S]2+/1+
[3Fe-4S]
- O
- 30
- 455
- 130
Hidrogenase [3Fe-xS]
2 [4Fe-4S]2+/1+
NiS X( b )
n
Sulfito reductase Sirohemo + [4Fe-4S]
(Desulfoviridina)
APS reductase n [Fe-S] + Flavina
Proteina Mo(Fe/S) Mo
6 [2Fe-2S]2+/1+
- 10
-220 (a)
n.d.
n.d.
Mo(VI)/Mo(V): -415
Mo(V)/Mo(IV)·: -530
l-A: -260
I-B: -440
II : -285
Flavodoxina FAD .-150, -450
Proteina de cobalto Co-porfirina
(a) Potencial redox ainda não atribuido inequivocamente
centro·
(b) n- 4/6 ; X- ligando azotado ou nitrogenaqo
. Adaptada Ref. (3,6,15)
a um·
As enzimas e proteínas envolvidas em reacções de
transferência electrónica e na redução dissimilativa de sulfato
encontram-se na tabela
localização (15).
I.3 agrupadas segundo a sua provàvel
Verifica-se uma grande homologia entre as proteinas de
transferência electrónica e as enzimas dos organismos do genero
Desult"ovibrio, nomeadamente a presença de citocromo c 3 te-
trahémico, ferredoxinas contendo centros [4Fe-4S]2+/1+, APS re-
ductase e sulfito reductase (apenas D.baculatus e D.desult"uri
cans (Norway 4) possuem uma sulfito reductase ligeiramente dife-
rente das isoladas dos outros Desult"ovibriones).
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I I TABELA 1.3: LOCALIZACAO DE ENZIMAS E PROTEINAS DE 'TRANSFERENCIA ELECTRONICA EM DESULFOVIBRIO
I
E1u1mA D.gigas D.vulgaris D. de su l fur i c an s 'fl:2:t&1nD. V.gigas V.vulgaris D.desulfuricans(Hildenborough) (Norway 4) (Hildenborough) (Norway 4)
Periplasaa Peripla:sma
Hidrogena:se [N!Fe] [Fe] - Citocromo c + + ?(tetrahémlC~)
Ac.fórmico + + +
desidrogena:se Citocromo c 55 3 nd + nd
Membrana Membrana
Hidrogenase - - [NiFe] Citocromo c + + +
(octahémico1
Fumarato + - nr
reductase Citocromo b + nd +
Nitrito + + + Menaquinona + + nr
Reducta:se ---~._--- ---- (MK6)
Citoplasma Citopla:sma
0'1
N Hidrogena:se '/ ? [NiFe] Citocromo c + + +
(octahémicol
Piruvato + + '/
_(a)desidrogenase 'i'erredoxina I + +
Tio:sulfato + + + Ferredoxina II + _(a) +
de:sidrogena:se
Flavodoxina + + nd
Sulfito DSV DSV DSR
reductase Rubredoxina + + +
APS + + + Desulforedoxina + nd nd
reductase
Localizaç50 desconhecida
Proteína MoFe +
De:sidrogena:se:s de
" lactato +
âc.màlico +
âc.pir6vico
formeato
fumarato +
Localização de:sconhecida
nd + Citocromo c 55 3 ( 5 50 ) nd nd +
Citocromo c 3
(b) + (c)
+ +
+
+
~-
- ausentei + presentei DSV-de5ul~oviridina; DSR-desulforubidina (~) Induzida por crescimento em excesso de ~erro
n.d- não detectado • nr- não re~eri.do na ~iteratura; ~,o~,.92~,~~~~,~~~:!.f>A~~1t.~,~:f~,~-.;l..==e,~,..,",·:,.;I;-f.l.t2;5'=&;;f"'%:í~tiiii#.~f1lki'::I~lj)l;.~iv}4i;;WJff~1ítif§ee$W:rta&Í';"~;'éWYêi%WfnW 111""'''.
A biossintese do metano está limitada a um numero restrito
de bactérias, as Bactérias Metanogénicas São procariontes
anaeróbicos estritos que pertencem a um grupo de microorganismos
designados como Archaebacteria, e que têm como caracteristica
comum a formacao de metano por redução de CO2 acoplada á redução
de H2. São microorganismos bastante antigos do ponto de vista
evolutivo e apresentam diversas propriedades distintas: uso de
um numero restrito de substratos, formando metano como produto
final; necessidade de um potencial redox bastante negativo, infe-
rior a-330 mV, para o seu crescimento; coenzimas, RNA e DNA
unicos e as paredes e membranas celulares têm uma composição
diferente (16-19).
A metanogénese bacteriana é um processo presente na maio-
ria dos sistemas anaeróbicos, associado á decomposição anaer6bica
de matéria orgânica: os organismos metanogénicos actuam na etapa
final das cadeias alimentares anaeróbicas. Anualmente são liber-
tados para a atmosfera 500 a 800 milhões de toneladas de metano
de origem biológica, correspondendo a 0,5 % da produção total de
matéria orgânica por fotossintese. No entanto, estes valores,
embora muito elevados, correspondem apenas a uma pequena parte da
-produção real pelos metanogenos: o metano, antes de se libertar
dos ecossistemas onde é produzido, é consumido em grande parte
Por organismos metanotrófos, que oxidam o CH4 a CO2, o qual e
depois reciclado no ciclo biológico do carbono (Figura I.2). Por
outro lado, o metano que consegue atingir a atmosfera, é fotoli-
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zadonas suas camadas superiores, retornando á terra na forma de
CH20, CO e CO2, completando assim um importante ciclo terrestre
metano / carbono.
(aerobica/
anaerobica)
Heterotrofia
Degrada9ão da
bibmassa de
Metanotrofos por
Heterotrofos
Material celular
(aeróbica)
MetanotrofiaMetanogénese
(anaeróbica)
COMPOSTOS ORGÂNICO
Derivados oxidados
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coenzimas unicas envolvidas no caminho de produ9ão de metano
As
animais,de
bactérias.
tracto intestinal
no metabolismo destas
digestores,
central
de
Os organismos metanogénicos contêm uma série de enzimas e
Figura 1.2: Ciclo do carbono através de metano na biosfera (19)
As bactérias metanogénicas aparecem em vàrios tipos de
propriedades destas proteinas e cofactores foram revistas em
principalmente de herbiveros, e fontes geotérmicas.
o cofactor F 4 2ü' que tem sido apontado como um transportador
electrónico
detalhe recentemente (17).
ecossistemas anaeróbicos: sedimentos, pantanos, tundras, lamas de
efluentes
(Tabela 1.4), nomeadamente corrinóides, pterinas , coenzima M e
TABELA 1.4: Coenzima5 e proteina3 i50lada5 de Metanogeno3 (171
Funcão
Coenzima /
Proteina
5-deazaflavina
I F4 20)
Nicotinamidas
Riboflavina
Quinonas
(a-tocoferoquinonal
Citocromo b
Citocromo c
Ferredoxinas
Massa
Molecular
843
123
376
448
Organi3mO
/1b.thermoauto.
Hs.barkerl
Hb.ther7lloauto.
I1c. v o I tae
Hb.ther1lloauto.
Hb.thermoauto.
/1b. br v en t i i
tt s s b sr k er i
H5.barkeri
N5.barkerl
l~~~~!LÇil Goenzima M 141
de ç~bono
Corrinóides
_.
1400
Metanopterina 757
YFC - 725
Metanofurano 564
FAF - 700
Biotina 244
Acido fólico 443
Tiamina 337
Acido pantoténico 219
Nb.thermoauto.
N5.bar/ferl
Nb.thermoauto.
'/'.'5. bar ker i
i'lb.thermoauto.
i'ls.barkeri
Nb.thermoauto.
i'lb.thermoauto.
Nb.thermoauto.
i'lb.ther7lloauto.
i'lb.thermoauto.
rtc s v o l t e e
n«, tne r mo eu co ,
Nc.~'oItae
i'lb.thermoauto.
Nc.voltae
Elill~Q--------F~;~------------97 7---- Nb -:t-;;;;;:mo ~tz, .
Ns.barkeri
Componente B ", 1000 Hb.thermoauto.
i'ls.Oar/ferl
o
YFC- "Yellow fluorescent factor";
FAF-"Formaldehyde activatíon factor";
seu papel na metanogénese encontra-se esquematizado na
figura 1.3, onde se realca o papel central do cofactor F4 20.
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3_____-( NADPH
NADP
CO2 + 2 H+
1
HCOOH
Figura I.3:Reacções de tranferência electrónica na metanogenese
l-Hidrogenase
2-Formato desidrogenase
3-NADP-F4 20 oxidoreductase4-Reductase da metil CoM
5-CO desidrogenase (17)
I.4-~1 gg hid~~nAse nª bi~~uéticª da.§. bacté.riaª-
~du:t.Qnª de -ªY.1ilto ~ met~ogénicas
Como referido no inicio deste capitulo a enzima hidroge-
nase pode actuar como geradora de um gradiente de protões, efec-
tuando a sua translocação, uma propriedade que pode ser determi-
nante para a bioenergética destes organismos. Nas alineas seguin-
tes sera analisado brevemente este papel da enzima hidrogenase em
bactérias redutoras de sulfato e metanogénicas.
As duas reacções basicas das bactérias redutoras de sulfa-
to crescendo no meio de lactato/sulfato são as seguintes (15).
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2 Lactato
J
+ 8 H+
Hidrogenase I
-
• 8 e • 4 H2,.. FERMENTACÃO....
acetato + CO 2
, ....
2 ....I ....
.... HidrogenaseI ...
[1] I ":,.------------.- 4 H2,I
" [2]S02- I ,,
",r ' ' Hidrogenase II"8 e ~' 8 H+ 4 H22- RESPIRACÃOs
Na ausência de sulfato estas bactérias comportam-se como
organismos fermentativos, obtendo energia por ATP produzido
através de fosforilação a nivel de substrato; o crescimento
nestas condi9ões é termodinamicamente desfavoràvel mas, na pre-
sen9a de bactérias metanogénicas, que utilizam eficientemente o
hidrogénio produzido pelos redutores de sulfato (l~nsferência g~
HidrQ.,génio lnter-e§l2écie§.) para a redução de CO2 a metano, o
processo global torna-se energeticamente favoràvel. Na presença
de lactato/sulfato, estas bactérias comportam-se como organismos
"respiratórios", em que a redução de sulfato é comparàvel á
respira9ão de oxigénio por organismos aeróbicos.
A enzima hidrogenase desempenha um papel chave nestas
reac9ões, embora diversas questões estejam ainda por esclarecer:
-a necessidade da presen9a de duas hidrogenases (linhas a cheio),
ou de apenas uma hidrogenase (linha a tracejado) não està ainda
definida;
- o fluxo electrónico entre a oxidação de lactato e piruvato e a
redu9ão de sulfato poderà fazer-se directamente [1] ou atraves da
hidrogenase [2];
Vàrios dados experimentais obtidos em organismos redutores
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de sulfato apontam para a sintese de ATP acoplada á transferência
electróníca, por sua vez acoplada á oxídação de hídrogénío e á
oxidação anaeróbíca de substratos orgânícos.
Dados obtidos para diversos organismos sugerem que a oxi-
dação periplásmíca de H2 gera um gradíente de protões e a sintese
de ATP através de uma ATPase. Doís mecanísmos foram propostos
para a formação deste gradíente de protões em Desulfovibrio:
- transferêncía electrôníca vectoríal acoplada á oxidação de
hidrogénio pela hidrogenase na superficie externa da membrana
citoplàsmica;
- translocação de protões acoplada á redução de substratos,
através de um cíclo de Mitchell tipico.
Foi proposto um ciclo quimiostàtíco de hidrogénío, envolven-
do a reciclagem desta molécula, como o mecanismo pelo qual as
espécies Desulfovibrio produzem o ATP necessário para o cresci-
mento em lactato e sulfato (5,6,15). Este esquema (Fig 1.4)
envolve a formação de hidrogénio molecular, uma espécie com alta
permeabilidade, no citoplasma a partir de lactato e piruvato e a
sua rápida difusão através da membrana citoplásmica. Na
superficie externa da membrana H2 é oxídado a H+ pela hidro-
genase periplàsmica, o que parece requerer a presença de citocro-
mos c 3 tetrahémíco, e os electrões resultantes desta oxidação são
transferidos através da membrana em sentido inverso, deixando os
protões na superficie externa da membrana.
58
2 Acetato
-S
2 Pd z-uva t.o
2 Lactato
,
,
I
I
(
Fd <,
, FdH ../
+
,
HIDROGENASE
I
I
/
I,
B
- - - --
PER1PLASMA MEMBRANA CITOPLASMA
Piruvato
~~ 2 Acetato
4 H
+
H1DROGENASE
/
4 H2
A
8 e
'red. '.
.lfiLA5HA MEMBRANA C1 TOPLASMA
H+ --+------1==x ADP + Pi
ATP
H+ _-4- --1-
ATP
Figura 1.4: Ciclos de reciclagem de hidrogénio (A) e de
transformação de tracos de hidrogénio (B) (15)
FTE- Fosforilaç~o por Transferência Electronica
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Os electrões são então utilizados no citoplasma para a
redução de sulfato a sulfureto, resultando no consumo este-
quiométrico de 8 protões. O balanço efectivo é a transferência de
oito protões através da membrana citoplàsmica, não envolvendo um
ciclo de Mitchell tipico. O gradiente prot6nico pode então gerar
a sintese de ATP pelo modo convencional através de uma ATPase.
Diversas evidências experimentais têm permitido suportar
este esquema, em particular estudos de localização enzimàtica, a
ràpida produção de protões acoplada â oxidação de H2 com sulfito,
bem como a restauração de oxidação de sulfato acoplada â redução
de sulfito em esferoplastos de D.gigas por adição de hidrogenase
e citocromo c 3 puros.
O esquema pode ser também utilizado para compreender a
produção ode H2 durante o crescimento em lactato e sulfato, e a
capacidade de os Desulfovibriones funcionarem como produtores ou
utilizadores de H2 em associações microbianas envolvendo a
TransferênciªdeHidro~niQInter-~~ci~.
O esquema de reciclagem de H2 requer processos de
transferência electr6nica vectorial para a separação de cargas;
outro esquema foi proposto, envolvendo conservação de energia
através de um ciclo de Mitchell tipico.
Dois requisitos são fundamentais para a hip6tese de reci-
clagem de hidrogénio. i) Presença de duas hidrogenases, uma
interna e outra externa; embora em alguns organismos tenham sido
jà isoladas hidrogenases membranares e internas, a clarificação
inequivoca deste ponto é necessària para provar este mecanismo.
ii) Separação dos processos de transferência electr6nica, impe-
dindo que os electrões provenientes da oxidação dos substratos
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~rgânicos e que levam â producão de hidrogénio no citoplasma
sejam utilizados pelas enzimas redutoras de sulfato. Esta separa-
ção pode ser conseguida por dois processos complementares; com-
partimentalização das proteinas e especificidade de transferência
electrónica.
O citocromo c 3 tetrahémico tem sido apontado como um
cofactor necessário para a redução pela hidrogenase de outros
aceitantes electrónicos, como as flavodoxinas, ferredoxinas, e
rubredoxinas. No entanto, estudos recentes têm mostrado que
alguns destes transportadores são reduzidos directamente pela
hidrogenase, na presença de hidrogénio, revelando uma certa não
especificidade desta enzima. Assim, o papel do citocromo c 3
poderà estar relacionado com outros factores, sendo no entanto de
realçar algumas caracteristicas deste citocromo que o tornam "um
~bom candidato" para o aceitante fisiológico da hidrogenase, pelo
menos em D.qiqas (20); tanto este citocromo como a hidrogenase de
D.qiqas contêm quatro grupos redox, sendo os potenciais redox dos
hemos e de algumas transições redox detectadas para esta hidroge-
nase dependentes do pH. Esta caracteristica permite um ajuste
fino do potencial redox dos centros activos destas proteinas, que
pode levar a uma optimização dos processos de transferência
electrónica entre estas proteinas. Por outro lado, os potenciais
redox dos hemos do citocromo c 3 são próximos dos potenciais redox
medidos para alguns processos redox na hidrogenase, exactamente
aqueles que têm sido associados â actividade catalitica desta
enzima (~ -220 e ~ -350 mV, ver Capitulo V).
Por outro lado, os dados disponiveis não permitem uma
generalização para todos os Desulfovibrio. Para além de alguma
diversidade das enzimas isoladas de cada estirpe e dos substratos
utilizados por cada uma, verifica-se também que OS produtos
finais de oxidação variam conforme o organismo
° outro esquema referido (Figura I.4-B), utilizando um
ciclo de Mitchell tipico, envolve a transforma~ão de traços de
hidrogénio, produzidos no citoplasma. A produ~ão de hidrogénio
permitiria controlar o estado de oxidação dos transportadores
electrónicos internos, ligados á conserva~ão de energia. Pelo
contrário, o consumo de H2 serviria para impedir a perda de
energia sob a forma de hidrogénio.
Para os organismos metanogénicos dispõe-se de um menor
numero de dados para a compreensão da sua bioenergética, pelo que
os esquemas que têm sido propostos são ainda bastantes hi-
potéticos. Assim, serão referidos apenas alguns aspectos
genéricos em rela~ão ao papel da hidrogenase nestes organismos.
A
lhante á
redução de CO2 oU outro substrato metanogénico é seme-
2-
redução de 5°4, N03 e 02' nos processos de respira~ão
aeróbica OU anaeróbica. Os dados existentes, resultando essen-
cialmente de estudos de medidas de gradientes de potencial elec-
troquimico e de pH, envolvendo o uso de inibidores da meta-
nogénese e protonóforos, sugerem que as bactérias metanogénicas
produzem ATP por um mecanismo quimioestático. As reac~ões exer-
gónicas da metanogénese fornecem a energia necessária para esta
sintese e criam um fluxo de protões que gera a forma~ão de ATP. A
metanogénese estará associada â fosforila~ão por transferência
electrónica e â sintese de ATP. A localiza~ão membranar de vàrios
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cofactores da metanogénese sugerem também a existência de
de conversão de energia por transferência electronica
Contudo, não é ainda possivel excluir completamente a
~xistência de fosforilacão a nivel de substrato, que tem sido
(;
sugerida por alguns autores (21).
Todas as bactérias metanogénicas até agora estudadas con-
têm pelo menos uma hidrogenase. Em alguns organismos, têm sido
isoladas duas hidrogenases distintas: uma, que contém grupos
flavinicos e reduz o cofactor F4 2ü, e outra não contendo aqueles
grupos e não revelando actividade na redução deste cofactor (ver
Capitulo VIII), o que sugere um papel relevante para a hidroge-
nase nos processos de transferência electr6nica.
Em termos simples, o processo de sintese de ATP acoplado á
'metanogénese pode ser traduzido pelo esquema da figura 1.5.
_____HASE, _
'"
ATP
(pH alcalino)
Figura I.S: Esquema da sintese de ATP acoplada á metanogenese
a partir de CO 2 e H2 (17)
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o hidrogénio actua como fonte de electrões para a redu~ão
de unidades C1 (C02) a metano. Ocorre então uma separa~ão de
cargas na membrana, acoplada á forma~ão de ATP e, como resultado,
a produção de metano serve para remo~ão de electrões e protões do
sistema. A hidrogenase desempenha aqui um papel primordial pois
além de fornecer, por oxida~ão de hidrogénio, os electrões para
as reacções de transferência electrónica, actua como bomba pri-
mária de protões, criando um gradiente de pH.
A CO desidrogenase poderá também estar envolvida na forma-
ção do gradiente de protões, particularmente quando as bactérias
usam acetato como substrato. Outros modelos têm sido considera-
dos, envolvendo hidrogenases internas, que produziriam H2, e uma
hidrogenase membranar, que oxidaria o hidrogénio formado no cito-
plasma e criaria o gradiente de protões, como tem sido sugerido
para as bactérias redutoras de sulfato. A presença de duas hidro-
genases distintas em diversas bactérias metanogénicas é compati-
vel com esta hipótese.
I.5-InteJ:gç,çõe§. mi~2l2LanAª= Ir~~rê~ia ,g~ bJ.drQ,g~1..Q
Inte~~éc~§. (3,22)
Em vários ecossistemas, o metabolismo do lactato por bac-
térias redutoras de sulfato nas camadas superiores de sedimentos
fornece a principal fonte de energia para os organismos meta-
nogénicos fermentativos de acetato. Os metanogenos funcionam como
"poços de electrões", substituindo o sulfato, permitindo assim o
catabolismo de lactato por redutores de sulfato e alterando o
fluxo de electrões nestes ultimos organismos na direcção da
produção de hidrogénio. Por exemplo, em culturas mistas de orga-
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nismos metanogénicos e redutores de sulfato em etanol, verifica-
-se uma interacção simbi6tica entre estes dois tipos de organis-
mos: os primeiros favorecem o metabolismo dos segundos, deslocan-
do o equilibrio desfavoràvel causado pelas altas concentrac6es de
hidrogénio. Do ponto de vista termodinâmico, o crescimento de
redutores de sulfato em etanol e na ausência de sulfato é desfa-
voràvel ( Tabela I.6); a presença de metanogenos torna o processo
global termodinamicamente favoràvel (Figura I.6).
TABELA 1.5: Energias livres para oxidação de etanol
e formação de metano (3)
Reacção G
o
(Kcal)
A CH3CH2OH • CH3COO + 2 H2
B 4 H2 + CO2 • CH4 + H20
A + B
+ 1,5
33,2
- 31,7.
• CO2
"I
Substrato BRS BM
Orgânico
- 2
+
Figura 1.6: lransferência g~ hidrMénio 1nteres~cies
BR5- Bactérias redutoras de sulfato
BM- bactérias metanogenicas
Esta interacção traduz a lransferência g~ HidrM~io ln.-
ter-es~ci~â. As associações simbi6ticas deste tipo são importan-
tes do ponto de vista eco16gico, resultando num aumento da utili-
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zação de substratos, da síntese de ATP pelos não metanogenos e no
aumento do crescimento de ambos os organismos. Verifica-se também
que nos nichos ecológicos em que estas associações são operantes
a concentração extracelular de hidrogénio é muito baixa, o que
efectiva. Estes processos revelam também o papel fundamental da
hidrogenase nestes organismos.
I.6-Bel~ânQ.iª ~on6micª ~ ~olQ.gicª da§. bactéria§. reg,ytora§. ~
sulfatQ ~ ~tano~ni~§.
As bactérias redutoras de sulfato e metanogénicas estão
envolvidas em diversos processos de interesse económico, tanto
benéficos (produção de energia. produção de biomassa e outros)
como prejudiciais (corrosão, poluição). Estes efeitos serão des-
critos sumariamente.
A acção das bactérias redutoras de sulfato está associada
fundamentalmente á produção de H2S através da redução dissimila-
tiva de sulfato em meios anaeróbicos. Este ácido, para além de
ser tóxico para os organismos aeróbicos é fortemente corrosivo
para metais. Em meios aquáticos em que a entrada de matéria
orgânica ultrapassa a sua capacidade de autoregeneração, o aumen-
to da carência bioquímica de oxigénio (BOD) pode tornar os meios
anaeróbicos. Esta situação é frequente em canais, rios, estuà-
rios, lagoas e águas estagnadas que recebem os efluentes de
centros populacionais vizinhos. Em geral estas águas contêm con-
centrações elevadas de sulfato, o que leva á formação de àcido
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sulfidrico. Estas condições autoperpetuam-se, pois as proprie-
dades redutoras de H2S estabilizam o meio anaeróbico naqueles
nichos ecológicos e o seu efeito nocivo nos organismos aeróbicos,
como os peixes, aumenta o fornecimento de nutrientes para estas
bactérias. A unica solução para evitar este tipo de poluição e
diminuir a entrada de matéria orgânica nestes ecossistemas. Ou-
tros efeitos que têm sido referidos são a conversão de fosfato
férrico em sulfureto de ferro, que precipita, libertando-se o ião
fosfato que leva a um aumento de produção de biomassa, e a remo-
ção excessiva do ião sulfato, que pode causar uma diminuição da
produção de biomassa.
O meio criado pelas bactérias redutoras de sulfato favo-
rece o crescimento de outras bactérias do ciclo do enxofre,
conduzindo ao aparecimento de bactérias oxidantes de enxofre,
como Cnromatium. Ocorre então a formação do que vulgarmente se
designa por "mar de sangue" devido ao florescimento daquelas
bactérias, de cor vermelha. Tem sido referida também a contamina-
ção de solos e areias em zonas anaeróbicas por formação de FeS
devido á acção destas bactérias. As bactérias sulfato redutoras
aparecem ainda frequentemente associadas á corrosão anaeróbica de
metais ferrosos.
As bactérias redutoras de sulfato podem ser utilizadas em
tratamento de efluentes que servem de substratos para certas
bactérias (por exemplo, na industria de pasta de papel), ou para
a remoção de ferro de àguas ferruginosas. Em qualquer dos casos,
o rendimento, do ponto de vista económico, depende da possivel
utilização industrial do subproduto H2S.
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o interesse económico das bactérias metanogénicas reside
fundamentalmente no produto final do metabolismo destes organis-
mos - tl~anQ. Este gàs é actualmente utilizado como combustivel,
representando, por exemplo nos Estados Unidos, 26% das fontes de
energia (dados de 1981), dos quais apenas 0,08% são de origem
biológica. Em relação aos combustiveis tradicionais derivados do
carvão e do petr6leo, o metano apresenta algumas vantagens, não
só por ter um poder calorifico superior, mas também por os pro-
blemas de poluição devidos á sua combustão serem bastante
menores.
A actividade biogénica de produção de metano excede a
produção geol6gica: 65% do metano produzido na Terra é de origem
microbiana. A utilização de bactérias metanogénicas para a pro-
dução daquele gás pode, pois, contribuir para a criação de alter-
nativas energéticas válidas.
Outra aplicação possivel para estas bactérias é a sua
utilização em culturas bacterianas mistas, como processo de re-
duzir problemas de poluição, como por exemplo a eliminação de
dejectos orgânicos.
Os efluentes contendo matéria orgânica podem ser tratados
por digestão anaer6bica, produzindo metano. Estes sistemas têm
algumas vantagens em relação á digestão aer6bica, nomeadamente
por estabilização da lama de efluentes, baixa produção de biomas-
sa microbiana, resultando numa maior facilidade de tratamento dos
efluentes finais, baixa necessidade de nutrientes, não necessita
de oxigénio, simplificando-se assim as instalações de digestão e,
finalmente, por levar á produção de metano.
68
Vàrios tipos de dejectos têm sido tratados deste modo,
nomeadamente dejectos municipais, estrume, esgotos e efluentes
industriais. A utilização generalizada deste processo tem sido
limitada essencialmente pelos elevados custos de capital e por o
preço comercial do metano assim produzido não ser concorrencial
com os preços do gàs natural. Contudo, atendendo á produção de um
combustivel, o metano, e de subprodutos que podem por vezes ser
usados como fertilizantes ou rações alimentares, a digestão anae-
róbica é certamente um processo vantajoso em numerosas situações
envolvendo controlo de poluição e em processos de produção de
pequena escala, nos quais a energia produzida é consumida local-
mente. Esta ültima situação é, talvez, aquela em que este tipo de
digestão tem sido mais utilizado.
A enzima hidrogenase tem sido utilizada' em processos de
interesse biotecnológico, que podem dividir-se essencialmente em
dois grupos:
i) Produção de hidrogénio, em geral por fot6lise da água, usando
sistemas biológicos ou artificiais;
ii) Uso de hidrogénio como redutor em reacções de sintese quimica
(sintese de produtos de quimica fina).
Outra utilização possivel no futuro, quando forem conheci-
das detalhadamente a constituição e propriedades cataltticas dos
centros activos desta enzima complexa, é a sintese de sistemas
biomiméticos, particularmente activos em reacções que envolvam a
activação da molécula de hidrogénio, que poderão substituir efi-
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cientemente a hidrogenase nas suas aplicações biotecnológicas.
Esta sintese de sistemas modelo envolverá, possivelmente, a sin-
tese de compostos heteronucleares de niqueI em conjugação com
agregados Fe/S.
A crise de energia desde 1973 levantou o problema do uso
de combustiveis fósseis, não só devido ao aumento brusco do preço
de derivados do petróleo, mas também porque as reservas de pe-
tróleo são limitadas, para além dos problemas de poluição atmos-
férica resultantes da sua combustão. Foi, por isso, necessàrio
encarar fontes alternativas de energia, nomeadamente a energia
solar. Um dos sistemas que tem sido ensaiado para o aproveitamen-
to desta forma de energia é a fotodecomposição da água em hi-
drogénio e oxigénio. O sistema básico para realizar esta trans-
formação é, esquematicamente, o seguinte:
O sistema é constituido por um fotosensitizante, S, que
reage no estado fotoexcitado com um aceitante de electrões, A, e
é regenerado por um doador de electrões D. O aceitante reduzido,
através de uma cadeia de transferência electrónica e de um cata-
lisador (Ci) apropriados leva á redução da água, com formação de
hidrogénio; pelo contrário, o doador de electrões conduz â oxida-
ção deste substrato. O sistema é, teoricamente, auto regeneràvel,
utilizando como unico substrato a água e como fonte de energia a
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luz solar. Têm sido utilizados sistemas deste tipo constituidos
por unidades inteiramente artificiais, ou por unidades biológicas
(Figura I.7). Nestes ultimos sistemas utilizam-se cloroplastos
como centro fotosensitizador e oxidante da àgua, enquanto a
redução da àgua é realizada pela enzima hidrogenase.
hv
Fotosensitizador, Cadeia de
oador de Electrões - Transferência
Electrónica
hv
Fd, Citocromo
Cloroplastos
AnAlogos
Sintéticos
hv
.......
~ atalisador
~ Hidrogenase
Fotosentizador
(ex.: Ru(bipY)3 )
Doador
(ex.: EDTA, 820 )
. Transportadores
Sintéticos
(ex.: MV)
Catalisado
--.-. (ex: Pt )
Figura 1.7: Sistemas utilizados na fotólise da àgua
MV- metil viologénio; Fd- Ferredoxina
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Um dos principais problemas destes sistemas, que geralmen-
te são estàveis apenas durante algumas horas, reside na inibição
da hidrogenase pelo oxigénio ou na oxidação dos transportadores
de carga de baixo potencial, pelo que têm sido ensaiados sistemas
em que se efectua uma compartimentalização de cada unidade,
através de micelas e vesiculos ou mesmo em sistemas electroqui-
micos, ou ainda a imobilização da enzima hidrogenase. Nestes
sistemas tem-se verificado um aumento da estabilidade e reactivi-
dade da hidrogenase.
A biofot6lise da àgua apresenta contudo diversas vanta-
gens. O substrato é abundante e barato, para além de ser regene-
rado por utilização do combustivel produzido, o hidrogénio, que e
um combustivel, sob diversos aspectos, ideal (poder calorifico
elevado, não poluente).
A outra aplicação biotecnológica referida para a enzima
hidrogenase, apenas utilizada recentemente (28) consiste no uso
de sistemas enzimàticos para a sintese de produtos de quimica
fina. Nestes sistemas o hidrogénio, através da enzima hidroge-
nase, serve como fonte de electrões. Um exemplo deste processo
(Figura 1.8) é a sintese de 20-hidroxi-progen-3-en-4-ose (R2CHOH)
a partir da progesterona, utilizando-se a 20-hidroxiesteróide
desidrogenase (HSDH), a enzima que realiza a redução da progeste-
rona, e a lipoamido desidrogenase (LipDH) que actua como interme-
diària, +convertendo NAD em NADH, e a hidrogenase de D.vulqaris
(Hildenborough) como redutora (27). Utiliza-se ainda um sistema
micelar que permite a compartimentalização das enzimas numa fase
aquosa, enquanto os reagentes e produtos se mantêm na fase exte-
rior, orgânica, diminuindo os problemas de inibição enzimàtica
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substrato ou produto, e permitindo um contacto óptimo entre
enzimas envolvidas.
hidroxi-
esteróide
ceto-
esteróide
ADH + H+-__
NAD+------+MV' +
Reacção:
Enzimas
Figura 1.8: Produção de compostos de quimica fina por
sistemas enzimáticos ( )
R2CO: progesterona; HASE-hidrogenaseLlpDH- lipoamido desidrogenase
HSDH- 20 -hidroxi esteróide desidrogenase
MV-metilviologénio
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CAPITULO .I.I.:
PROP~ED~ES GERA..I.S no N~UEL:
Suª relevância ~m sistemas Qio16gj.Q.Q.§.
II.I-H1guel ~ .§~~mAª- lU.Q.lQ.g1-ços
Ao contrário de outros metais de transição, como o ferro,
o cobalto e o cobre, que há jà muitos anos são reconhecidos como
essenciais a um grande numero de funções metabólicas, apenas
recentemente se começou a considerar o niqueI como um micro-
nutriente fundamental para a maioria dos organismos. Contudo,
para além da enzima hidrogenase em diversos microorganismos,
apenas em três casos concretos foi demonstrada durante a
ultima década, a sua presença em metaloproteinas : urease (plan-
tas ureoliticas), CO desidrogenase (bactérias acetogénicas) e
cofactor F430 (bactérias metanogénicas) (Tabela 11.1) (1-20). As
caracteristicas da hidrogenase serão analisadas em detalhe em ca-
pitulos posteriores, pelo que nas alineas que se seguem serão
apresentadas em linhas gerais as propriedades básicas das outras
"enzimas contendo n l que.l..
II.1.1-Urease (3-7)
A enzima urease, presente em organismos ureoliticos e
plantas crescendo em meios em que a ureia é a ànica fonte de
azoto, catalisa a reacção de hidrólise da ureia
(NH2)2CO + H20 ~ CO2 + 2 NH3
A urease foi a primeira metaloenzima na qual se detectou a
presença de niqueI, demonstrando-se não só que a sua actividade
era dependente da concentração de niqueI no meio de crescimento
daqueles organismos mas também que este metal estava presente na
enzima urease isolada a partir de feijão macaco ( "jack bean",
avalia ensiTormis ). A urease desta planta contém 12 Atomos de
por mole (2 Atomos por subunidade) no estado de oxidação
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TABELA II.1 (a):
NiqueI em sistemas biológicos
Organismo
Animais
Plantas
Bactérias Rumen
Bactérias Knallgas
Oscillatoria sp.
C.pasteuriaflum
Bactérias Acetogénicas
Bactérias Metanogénicas
Bactérias anaeróbicas
(redutoras de sulfato,
fermentativas)
Bactérias aeróbicas
Algas
(a) Adaptada das refs. (1-4)
Função
Crescimento
Sintese e/ou actividade
enzimàtica
Estrutura e função de
membranas
Crescimento em ureia como
fonte de azoto
Constituinte de Urease
Sintese de urease
Crescimento em H2 e 02
Sintese de Hidrogenase
Crescimento
Constituinte de CO desi-
drogenase
Constituinte de CO desi-
drogenase
Crescimento
Constituinte de F430
e hidrogenase
Constituinte de hidro-
genases
Crescimento
Actividade hidrogenase
Ni(II), silencioso em RPE. Estudos de EXAFS, utilizando compos-
tos modelo de niqueI com polipeptidos coordenados por ãtomos de
azoto, indicaram que o niqueI nesta enzima estã possivelmente
coordenado por àtomos de azoto de resíduos histidina (6).
Alguns autores postularam a mudança do estado de oxidação
do niqueI durante o ciclo catalítico desta enzima, embora não
ao
existam ainda evidências experimentais que permitam comprovar
esta hipótese (7).
A função da enzima urease não se encontra ainda perfeita-
mente estabelecida pois, para além da hidr6lise da ureia, diver-
sos autores (4,5) têm postulado o seu envolvimento em percursos
anabólicos de utiliza9ão de compostos azotados como arginina,
guanidina e ureidios, parecendo ser essencial para o metabolismo
do azoto.
Esta enzima catalisa a oxidação de CO a CO2 ou a reacção
inversa de redução de CO2 a CO:
CO + H20 ---. CO2 + 2 e + 2 H+
E também o componente central da sintese de acetil coenzi-
ma A e catalisa a permuta entre CO e o grupo carbonilo de acetil
CoA e entre CoA e o residuo CoA de acetil CoA:
*CH3- CO-SCoA
*CH3-CO-SCoA +
+ CO
CoAsH
,
,
CH3-CO-SCoA
CH3CO-SCoA +
+ *CO
*CoASH
Estudos nutricionais, substituição isot6pica com 61 Ni e
63 Ni e anAlise quimica mostraram que as CO desidrogenases de
Clostridium thermoaceticum~ C.Tormicoaceticum~ C.pasteurianum e
Acetobacterium Noodii contêm niqueI (8-11). As CO desidrogenases
de organismos acetogénicos são hexâmeros (a3~3) que contêm dois
àtomos de niqueI por dimero. No estado oxidado a enzima isolada
de C.thermoaceticum apresenta um espectro de RPE rômbico com
'valores de g a 2,21 , 2,11 e 2,02 , detectAvel a 77 K (Fig. 11.1)
(8,9).
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2.21 2.11
I
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10rrIT
Campo magnético ---+
Figura 11.1: Sinais de RPE de CO desidrogenase de
C.thermoaceticum a 77 K
A) Sob CO (9)
B) Oxidada (8)
P b t ' t . ~ i t6 . 61 N· tor su s 1 U1çao so p1ca com 1 mos rou-se que este
sinal tem origem num centro de niqueI, possivelmente no estado de
oxidação Ni(111). Verificou-se também que, por redução com ditio-
nito, o sinal de Ni desaparece, o que sugere que este centro
metàlico està envolvido em transicões redox. Por reacção com o
substracto natural -CO- ou com os produtos da reacção -C02/HC03-
o espectro de RPE altera-se, aparecendo um sinal complexo que
pode ser decomposto em dois espectros : um, axial, com valores de
g a 2,087 e 2,028 e outro, rômbico, com valores de g a 2,062 ,
2,047 e 2,028. Por reacção da enzima com coenzima A o sinal
rômbico transforma-se no axial. Experiências com a enzima isolada
de células crescidas em 61 Ni (1=3/2) e 57 Fe (1=1/2), utilizando
CO marcado (13 CO) mostraram que este sinal de RPE tem origem
numa espécie Ni-Fe-C, acoplada antiferromagneticamente, resultan-
do num sistema de 5=1/2 (12).
A enzima CO desidrogenase constitui, pois, outro exemplo
de uma metalo enzima que contém Ni num estado de oxidação não
usual e na qual o centro de niqueI estA envolvido no centro
,
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catalitico e, eventualmente, sofre transformações redox.
II.1.3-QQtg~~ I~~Q (13-19)
Em todos os organismos metanogénicos tem sido detectada a
presença de um cofactor de baixo peso molecular ,de cor amarela e
não fluorescente contendo um àtomo-g de Ni por mole. Este cofac-
tor foi designado por F430 devido ao seu espectro de absorção
no visivel. Através de estudos com o is6topo radioactivo 63Ni
verificou-se não s6 que o niqueI era, de facto, incorporado neste
factor, mas também que este composto é o cofactor da metil
reductase da coenzima M de Hb.thermoautotrophicum (14). Esta
enzima està envolvida nos oltimos passos da metanogénese, catali-
sando a redução de metil CoM a metano:
+ + 2 e +
Tem sido sugerido que o cofactor F430 existe, pelo menos
em parte, ligado a proteinas (a metil reductase da coenzima M) em
Hs.barkeri e Hb.thermoautotrophicum (13,19).
Estudos biossintéticos utilizando o àcido 4_ 14 C amino-
levulinico evidenciaram que este factor tem uma estrutura tetra-
pirólica do tipo uroporfirina (14-16) (Figura 11.2). O anel
porfirinico deste cofactor é, de entre os macrociclos naturais, o
mais reduzido até agora isolado. O niqueI parece existir no
estado de oxidação Ni(II), silencioso em RPE e, até agora, não
foram detectadas transições redox neste centro metàlico.
Através de EXAFS foi estudada a coordenação do niqueI
neste cofactor isolado e incorporado na metilreductase de
Hb.thermoautotrophicum (19).
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Verificaram-se diferenças es-
truturais entre as duas situações; no cofactor isolado os dados
obtidos podem. -ser explicados por uma coordenação de geometria
quadrangular plana aos quatro átomos de azoto do macrociclo;
quando ligado á enzima dá-se uma mudança de estrutura por coorde-
nação axial de um ou dois átomos de N ou O. Estes dados são
compatíveis com os obtidos por Keltjens e i: e I (17) que·· , por
espectroscopia de RMN, mostraram a existência de um ligando axial
(figura II.2), a base 6,7 dimetil-8-ribitil-5,6,7,8 tetrahidro-
lumazina ou um seu derivado, possivelmente ligado ao anel.
~À ·I I
· t
I
-•
A 8
Figura 11.2: A)- Estrutura do cofactor F4 30 ,ap6s
metanólise (16)
B)- Ligando axial (17)
II.2-.froprie~deª-do niquel t!Q QQ.D.~nQ da -ªYS -ªctividad~
lUo IQ.gi..çª
No estudo de metaloproteinas é extremamente atil o conhe-
cimento das propriedades químicas e fisicas de compostos dos
metais constituintes dos seus centros activos, não s6 para a
obtenção de possiveis compostos modelo destes centros mas também
para uma melhor compreensão das suas caracteristicas estruturais
e funcionais. Em particular, nos estudos da enzima hidrogenase,
as propriedades de complexos de niqueI têm sido determinantes
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a sua caracterização e para o estabelecimento de possiveis
reaccionais. Assim, descrever-se-ão algumas das carac-
mais relevantes de compostos deste metal.
II. 2.1-PrQJ2ÓedMeS Atóm.iº-ª,ª- do n~l (21-24)
o níquel é um metal da primeira série de transi9ão, de
número atómico 28 e massa atómica média 58,71 e estrutura elec-
trónica [ArJ3d84s2. São conhecidos vàrios isótopos de niqueI
(56Ni - 67Ni), dos quais o 58 Ni (68%)e o 60 Ni (26%) são os mais
abundantes, tendo spin nuclear I=O. Em estudos bioquímicos e
espectroscópicos têm sido bastante utilizados os isotopos 61 Ni
(1.19%), com spin nuclear I=3/2 e 63Ni, um emissor ~ (E=0.067
MeV) (Tabela II.2).
TABELA I L 2 :
Propriedades atómicas do niqueI (21)
NQ atómico
Massa atómica
Isótopos
28
58.71
56N· 67N·1. - 1.
58Ni - (68%) I=O
60 Ni - (26%) I=O
61 Ni - (1,19%) I=3/2
63N· .a - emaaso.r ~
(E=O,067 MeV)
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° níquel pode existir em diversos estados de oxidação (O a
+4), sendo o Ni(II) o estado mais vulgar. De acordo com a dimi-
nuição da estabilidade dos estados de oxidação elevados ao longo
da primeira série de metais de transição ,os estados 3+ e 4+ são
pouco frequentes aparecendo geralmente em compostos com ligandos
aniónicos, com Atomos doadores leves (F,O), bastante electronega-
tivos que, por isso, não são oxidados pelo ião Ni(I11). Os iões
Ni(III) e Ni(1V) têm caracteristicas de iões da Qla~~ SL da
classificação de Ahrland, Chatt e Davies. Pelo contrArio, os
estados de oxidação inferiores, que podem ser incluidos na ~~~~
Ql daquela classificação, são encontrados em compostos com li-
gandos de Atomos doadores pesados, como o P,S e Se. Estes ligan-
dos - fosfinas, macrociclos tetraaza (N4) e ditiolenos- têm a
capacidade de aceitar electrões por retrodoação n para orbitais
antiligantes, o que permite diminuir a densidade de carga elec-
trónica no ião central, estabilizando os estados de oxidação
baixos. De entre estes estados têm sido isolados complexos de
Ni(O), essencialmente com ligandos carbonilo. Os iões Ni(1I) têm
características intermédias entre as classes a) e b), de acordo
com a enorme diversidade de compostos de níquel neste estado de
oxidação que têm sido sintetisados.
Na tabela 11.3 apresentam-se os Atomos doadores de pos-
sível relevância biológica que mais vulgarmente estabilizam os
estados de oxidação 'não usuais do niqueI (Ni(1) e Ni(11I». Esta
tabela permite verificar que estes estados de oxidação do niqueI
podem ser estabilizados por ligandos vulgarmente encontrados em
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sistemas biológicos (macrociclos, aminoàcidos, peptidos) e, como
se viu anteriormente, nas enzimas que contêm niqueI estes são de
facto os ligandos deste metal. Por vezes, o mesmo tipo de ligando
tem a possibilidade de estabilizar quer os estados de oxidação
elevados (Ni(III», quer os estados de oxidação baixos (Ni(I».
TABELA II. 3 (a):
Atomos doadores que estabilizam
os estados de oxidação Ni(I) e Ni(III)
Atomo doador
H
N
s
Ligando Estado de oxidação
Hidreto + 1
Aminoàcidos + 1, + 3
Peptidos + 3
Macrociclos + 1, + 3
Peptidos + 3
(a) Adaptada da referência (25)
Devido à existência dos vàrios estados de oxidação do
niquel (O a +4), são possiveis diversas transições de oxidação-
redução:
Ni(IV) --, Ni(III) --, Ni(II) --... Ni(I) --~, Ni(O)
A baixa estabilidade dos estados de oxidação diferentes de
+2 leva a que para a maioria dos compostos de niqueI estas tran-
sições ocorram a potenciais bastante positivos, cerca de +2 V
para Ni(IV)/Ni(III) e de +1 V para Ni(III)/Ni(II), ou bastante
negativos, cerca de -1 V para Ni(II)/Ni(I) e perto de -2 V para
Ni(I)/Ni(O). Contudo, alguns ligandos estabilizam preferencial-
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mente aqueles estados de oxidação permitindo uma diminuição ou um
aumento significativo dos potenciais a que ocorrem as transições,
tornando estàveis os iões Ni(IV), Ni(III) e Ni(I) em solução
aquosa.
Os estados de oxidação Ni(I) e Ni(III) são os ànicos que
apresentam sempre um spin electrónico semi-inteiro (Ni(I) - S=1/2
e Ni(III) - S=1/2 ou 3/2), pelo que são activos em RPE. Os iões
Ni(II), com S=l em algumas geometrias, podem também dar origem a
sinais de RPE, embora geralmente de muito fraca intensidade,
correspondendo a transições "proibidas" com ~ms=2 e aparecendo a
valores de g superiores a 2. Assim, os sinais de RPE detectados
para as hidrogenases, caracteristicos de sistemas com S=1/2,
terão de resultar do ião niqueI num dos estados de oxidação
Ni(III) ou Ni(I). Por isso, serão discutidas algumas das caracte-
risticas electroquimicas e de espectroscopia de RPE de compostos
de niqueI nestes estados de oxidação. Seleccionaram-se compostos
que envolvem ligandos com Atomos doadores vulgarmente encontrados
em sistemas biológicos (O,N,S,P), embora a maioria dos ligandos,
com a excepção dos macrociclos e peptidos, não tenha caràcter
biológico. Serão apresentados valores de potenciais para as tran-
sições redox Ni(III)/Ni(II) e Ni(II)/Ni(I) apenas de compostos
para os quais se identificou por espectroscopia de RPE o estado
de oxidação do produto final. De facto, devido á instabilidade
destes estados de oxidação, é frequente a formação de complexos
com ligandos radicalares após as reacções de redução ou oxidação,
o que indica que a transição redox envolve o ligando e não o ião
central Ni(II), que mantém essencialmente o seu estado de oxida-
ção. Medidas de susceptibilidade magnética, que têm sido realiza-
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por vezes para determinar estes estados de oxidação, podem
levar a conclusões erradas, pois os electrões desemparelhados que
contribuem para os momentos magnéticos dos compostos estudados
podem estar localizados em parte ou totalmente nos ligandos, como
se verà mais adiante. Em particular, a espectroscopia de RPE
pode, pelo menos, distinguir entre os estados Ni(O), com 8=0 e
Ni(II), com 8=1 ou 8=0, frequentemente silenciosos em RPE e Ni(I)
(8=1/2) e Ni(III) (8=1/2 ou 8=3/2), activos em RPE.
II.2.2.1-Estado de oxidação NiqueI (I)
Este ião tem um sistema electrónico 3d9. Os seus compos-
tos são habitualmente muito reactivos, conduzindo à redução de
substractos orgânicos. 8ão também susceptiveis de dissociação e a
:reacções de desproporcionação (2 Ni(I) --Ni(O) + Ni(II) ).
Os compostos de Ni(I) são geralmente gerados em solução,
por métodos quimicos ou electroquimicos, através da redução de
compostos de Ni(II). Podem também ser obtidos por oxidação de
compostos de Ni(O). Apenas em alguns casos foram isolados no
estado s6lido.
Na tabela 11.4 são apresentados valores de potenciais de
redução de compostos de Ni(II), retirados de trabalhos em que
simultaneamente se realizaram estudos de RPE com vista á determi-
nação do estado de oxidação final do niqueI.
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Tabela II.4: Potenciais de redução de compostos de Ni(II)
e sinais de RPE dos produtos de redução
Composto Atomo E EPR Estado de
(Referência) doador (V vs ENH) valores de g Oxidação
Macrociclos N
Tetraaza g, I gl(27,34,38,44) , I
Neutros (a) -1,1/-0,7 2,195 2,053
a a Ni(I)
2,266 2,066
-0,93/-0,16 2,00 Ni(II)-L'
Monoaniónicos -1,7/-1,74 ?
Dianiónicos +0,85/+0,86 ?
Saturado
Ditiolenos
(32,35,36,45)
Ni(MNT)~- (b)
Ni(Lp ) (LS)( c)
5
P,5
-0,98/-0,38
-1,44
-1,0/-0,05
2,27 2,137 2,086 Ni(I)
2,33 2,069 2,069 Ni(I)
2,21 2,081 2,062 Ni(I)
~: 2,141/2,062 (d)
gmax: 2,25/2,16 Ni(I)
gmin: 2,067/2,038
(a)Redução irreversivel; (b) MNT- maleonitriloditiolato;
(c) Lp' L5 - ligandos mistos (fosfinas e ditiolatos);
(d) ~ =(g + g + g )/3
-m x y a
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~redução do ligando, formando compostos de Ni(II) com ligandos
radicalares (27).
No primeiro caso, os potenciais de redução são bastante
negativos (variam entre -0,7 e -1,1 V) e a redução é, em geral,
irreversivel. Os sinais de RPE são axiais, com g, I > gl(g, I na
" - I'
região de 2,2 e gl perto de 2,05). Exceptua-se o caso do composto
com o ligando 1,4, 8, ll-tetraazaciclotetradeano, que apresenta
sinais com maior axialidade (g: :=2,333 e gl=2,069) ou mesmo
rômbicos (2,27, 2,137 e 2,086), conforme os substituintes do
ligando ciclico (44). Estes sinais são caracteristicos de siste-
mas d 9 com S=1/2, de simetria axial, ou quase, em que o electrão
desemparelhado se encontra numa orbital d 2 2, de acordo com ax -y
análise apresentada em Apêndice
Verifica-se também que os potenciais se tornam mais
negativos quando se aumenta a insaturação do anel. Existe uma
correlação entre os potenciais de redução Ni(III)/Ni(II) e
Ni(II)/Ni(I): quanto menos positivos os primeiros, mais negativos
os segundos. Esta correlação resulta possivelmente do que se
designa por "Hole Size Effect": o aumento do tamanho da cavidade
de coordenação do anel favorece a redução Ni(II)--Ni(I) e
desfavorece a oxidação Ni(II)--Ni(III). Os ligandos monoani6nicos
conduzem a potenciais de redução mais negativos.
No segundo caso, obtêm-se sinais de RPE a g~2, caracteris-
ticos de sistemas radicalares, indicando que o produto de redução
é, de facto, um composto de Ni(II) com um ligando radical.
Os compostos de niqueI com ligandos ditioleno são, even-
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tualmente de maior interesse visto que o niqueI, pelo menos
nas hidrogenases de D.gigas (66) e Mb.thermoautotrophicum (67),
se encontra coordenado a Atomos de enxofre.
Os espectros de RPE obtidos para estes compostos são
também axiais, com gmax entre 2,25 e 2,16 e gmin (=gmed) a 2,067-
2,038. Os potenciais de redução são negativos, embora menos que
no caso anterior ( -1,44/-0,05 V). O composto que apresenta um
potencial menos negativo (ligandos: duas trifenilfosfinas e
BzINCS2- benzil
de g a 2,258 ,
valoresditiocarbamato) tem um sinal de RPE com
2,064 e 2,064. Nestes si~temas tem-se gl I > gl' o
II _
uma estrutura electrónica diferente (alguns autoresindicaque
propuseram que o electrão se encontra numa orbital dXY)' A axia-
lidade destes sinais de RPE tem sido atribuida a uma elevada
deslocaliza9ão do electrão desemparelhado entre o ião central e
os ligandos de enxofre. Aliás, a constante de acoplamento orbita
-spin para o enxofre é muito elevada, o que se traduz num desvio
do valor de g para valores superiores a 2,00 em radicais de
enxofre. Assim, embora alguns autores tenham atribuido aqueles
sinais de RPE a um composto com o niqueI no estado de oxida9ão
Ni(I), torna-se impossível determinar com rigor um estado de
oxidação formal para o ião niqueI naqueles compostos, sendo
mais correcto falar de sistemas deslocalizados.
Outros compostos de niqueI (I) têm sido estudados por
espectroscopia de RPE, dos quais salientamos os seguintes (25): -
cianocomplexos, com valores de g a 2,13-2,14 (g, I) e a 2,03-2,04
I I
(gl); complexos com ligandos nitrogenados, em que os compostos de
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Ni(I) foram obtidos por irradiação com raios em matrizes
geladas de complexos de Ni(II). Os valores de g dos sinais de RPE
obtidos para estes compostos encontram-se na tabela 11.5.
Tabela 11.5; Valores de g de compostos de Ni(I) com
ligandos nitrogenados (25)
Composto Valor de g
g, I gl
, I
Ni(H2O); 2,466 2,076
Ni(PY)4(H20)~ 2,282 2,068
Ni(en)2(H2O); 2,282 2,065
Ni(bPY)2(H 2O); 2,259 2,074
II. 2.2. 2-Estado de oxidação NiqueI (III)
Os compostos de niquel(III) são tambêm pouco estàveis; por
oxidação de compostos de Ni(II) formam-se frequentemente produtos
em que ocorreu oxidação do ligando. Oaquocomplexo de Ni(III) e
instàvel em solução aquosa pelo que não ê possivel determinar
experimentalmente o valor do potencial redox para a transição
Ni(III)/Ni(II) nesta solução. ° valor deste potencial foi estima-
do por diversos autores (42), obtendo-se um valor bastante eleva-
do cerca de +3,7 V. Como se verà adiante, os potenciais redox
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para esta transição em diversos complexos de niqueI são muito
traduz uma enorme diferença nas constantes de estabilidade para
com-
os complexos de Ni(III) terão de
inferiores, situando-se geralmente perto +1 V. Esta diminuição
os dois estados de oxidação
ser 1030 a 1055 vezes mais estàveis que os correspondentes
Plexos de Ni(II) para explicar este facto. Embora esta diferença
nas constantes de estabilidade seja muito elevada, têm sido
encontrados valores semelhantes para outros sistemas redox de que
se dispõe de valores experimentais. Outra possivel explica~ão
para este decréscimo do potencial seria a ocorrência de um aumen-
to do numero de coordena~ão do niqueI concomitante com a oxida~ão
a Ni(III) como, aliás, se verifica para os complexos de Ni(II)
com ligandos peptidicos (passagem do numero de coordena~ão ~ no
composto de Ni(II) para numeros de coordena~ão ~ ou ª nos pro-
dutos de oxidação contendo o ião Ni(III)). Serão discutidos dois
tipos de complexos que parecem de maior interesse para o estudo
das hidrogenases: complexos com ligandos peptidicos e complexos
com ligandos macrocíclicos tetraaza (N4 ) .
-L1g~~~ ~~1çQ§- (30,33,40,41)
Os complexos de Ni(II) com ligandos peptidicos são geral-
mente de geometria quadrangular plana. Em solução ocorre por
vezes a coordenação, nas posi~ões axiais, de moléculas do solven-
te, com formação de espécies penta ou hexacoordenadas. Por oxida-
ção quimica ou electroquimica têm sido obtidos complexos de
Ni(III), estáveis em solu~ão. Esta estabiliza~ão pelos peptidos
tem sido atribuída á liga~ão do grupo -(C=O)N, presente nas
formas desprotonadas destes ligandos. Os valores de potencial
redox e do factor g de sinais de RPE para uma série de compostos
deste tipo encontram-se na tabela 11.6. Os valores de E'
o
são
elevados (cerca de + 0,9 V) e pouco sensíveis á força do ligando,
apresentando apenas uma ligeira diminuição com o valor do campo
de ligandos. A ligação axial por átomos de azoto favorece a
oxidação a Ni(III), embora os peptidos contendo grupos histidina
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TABELA II.6 :Potenciais de Oxidacão de peptido complexos de
Ni(II) e valores de g dos sinais de RPE dos produtos de Ni(III)
~ Ligando E~ (V vs ENH)
(atomo doador)
Peptidos (Gli)n(X)m
(N.O)
G3 0,85
G4 0,79
G5 0,83
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G-glicina (Gli); H-histidina (his); A-alanina; V-valina
a-amida jM- N-mercaptoacetil ; L-lisina ; Ap - acido aspàrtico
MaPG- 2,3 dimercaptopropionilglicina. Adaptado Ref. (30,33,40,41)
G3a
GGA
GAG
AGG
GGV
/3-AGG
GG-/3-A
.. Peptidos (his)
(N,O)
G2H
GGH,(NH3 ) 2
GHH
GGHG
ApAHL
Peptidos (S)
(N.O.S)
M-GGH
M-GGG
M-HH
M2PG
M-GH
0,83
0,85
0,85
0,85
0,89
1,04
0,84
0,96
0,95
0,94
2,184
2,195
2,210
2,199
2,17
2,17
2,18
2,18
2,17
2,16
2,183
2,116
2,174
2,166
2,169
2,160
2,114
2,166
2,242
2,297
2,340
2,31
2,23
2,23
2,24
2,25
2,28
2,24
2,256
2,162
2,252
2,274
2,270
2,264
2,163
2,274
2,295
2,278
2,278
2,281
2,29
2,28
2,30
2,27
2,22
2,24
2,278
2,162
2,252
2,206
2,223
2,196
2,163
2,206
2,015
2,010
2,011
2,006
2,01
2,01
2,01
2,01
2,02
2,01
2,015
2,024
2,018
2,017
2,014
2,021
2,015
2,017
tenham valores de potencial um pouco maiores, o que é atribuido a
uma combinação de efeitos estereoquimicos e de retrodoa9ão
nestes complexos. Do mesmo modo, ligandos volumosos estabilizam
preferencialmente o estado Ni(II).
Observa-se também a influência do anel de quela9ão: o ião
Ni(III) é estabilizado pelos anéis mais pequenos. Sugiura et aI
(40) não publicaram valores para o potencial de oxida9ão de
complexos envolvendo ligandos coordenados por átomos de enxofre,
que permitiriam uma comparação com os valores das hidrogenases;
no entanto, as oxidações destes compostos foram efectuadas com um
oxidante muito forte -hexacloroiridato(IV)-, o que sugere poten-
ciais de oxida9ão elevados.
Os sinais de RPE dos produtos de oxidação são rômbicos e
apresentam valores de gm superiores a 2 (2,1 a 2,2), o que indica
que o electrão desemparelhado tem carácter essencialmente metàli-
co, isto é, o ião niqueI (II) foi de facto oxidado a Ni(III). Em
todos os casos verifica-se que gx' gy >gz' o que sugere uma
geometria octaédrica com distor9ão tetragonal para estes produ-
tos, encontrando-se o electrão desemparelhado na orbital d
z2,
numa situação de spin baixo (S=1/2), de acordo com as equa9ões
apresentadas em Apêndice para os valores de g de compostos de
iões d7 nesta geometria:
gx = 2 - 6 À / .1 E( dy Z-dz 2 )
gy = 2 - 6 À / .1 E ( d -d 2)xz z
gz = 2
Os valores de g são superiores a 2, visto que a constante de
acoplamento órbita-spin (À) é inferior a zero (igual a -750 cm- 1
96
entre as orbitais d (d ) e d 2.
xz yz z
O ligando peptido coordena-se nas posições equatoriais
enquanto as posições axiais são ocupadas por moléculas de solven-
te. Esta coordenação foi evidenciada pelo aparecimento de linhas
de desdobramento superhiperfino na linha a gz em solu~ões amonia-
cais. Lappin et aI (41) verificaram que os valores de gx são di-
rectamente proporcionais á força dos ligandos equatoriais:
-N > -NH2 > -1m ~ -C02
O mesmo efeito observa-se em gz em rela~ão aos ligandos
axiais, embora com menos intensidade, o que está também de acordo
com a geometria tetragonal proposta para estes complexos. A
anàlise dos espectros de RPE de compostos com peptidos sulfurados
é particularmente interessante, atendendo á coordena~ão do niquei
nas hidrogenases. Os sinais têm em geral maior rombicidade e
maior valor de gx que no caso de coordena~ão por azoto, sugerindo
uma ordem S > NH2 na for~a dos ligandos equatoriais. O complexo
com o ligando disulfidril (M2PG), que corresponde a um maior
nümero de àtomos de enxofre coordenados é uma excep~ão, pois o
espectro ê mais axial. Assim, Sugiura et al (40) propuseram a
coordenação de Ni(III) a S-cis nas hidrogenases, mas em que o
nümero de átomos de enxofre coordenados seria inferior a quatro.
Esta hipótese està em contradi~ão com os resultados de EXAFS para
as hidrogenases de D.gigas e Hb.thermoautotrophicum, que sugerem
a presença de quatro a seis àtomos de enxofre na primeira esfera
de coordenação do niqueI (66,67). De facto, se atendermos aos
Valores de g apresentados na Tabela 11.6
97
verifica-se que a
partir destes valores não é possivel atribuir um dado conjunto de
ligandos a iões Ni(III); por exemplo, o complexo com o peptido
GGG apresenta um sinal bastante rômbico e com valores de g pro-
ximos dos obtidos para várias hidrogenases, embora os àtomo5
doadores sejam diferentes. Assim, a principal conclusão que se
pode obter pela espectroscopia de RPE é a determinação do estado
de oxidação do produto de oxidação dos complexos de Ni(II).
Bossu et aI (43) apresentaram ainda outro resultado rele-
vante: complexos de Ni(II) com certos ligandos peptidicos são
oxidáveis em solução aquosa por oxigénio, em reacções autoca-
talisadas por um intermediário contendo o ião Ni(III); esta
observação pode ser pertinente para explicar a inactivação de
hidrogenases contendo niqueI, na presença de oxigénio.
Ligandos macrociclicos tetraaza semelhantes aos apresenta-
dos para o ião Ni(I) estabilizam também o estado de oxidação
Ni(III). Os potenciais redox para a transição Ni(III)/Ni(II),
determinados electroquimicamente por oxidação dos compostos de
Ni(II), variam entre 0,1 e 1,9 V. Esta larga gama de potenciais
obtem-se por variação da estrutura e substit~intes do anel macro-
ciclico. O potencial redox para aquela transição é tanto mais
baixo quanto mais forte é a interacção do ião Ni(III) com os
átomos de azoto coordenantes. Fabbrizzi (29) mostrou que esta
estabilização do ião Ni(III) pode também ser conseguida por
ligandos do mesmo tipo mas não ciclicos (E=+1,39 V). Zeigerson et
aI (39) mostraram ainda que por coordenação axial se pode dimi-
nuir o valor do potencial redox, estabilizando-se o estado de
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(bxidação elevado, tanto mais quanto mais forte for aquele ligando
àxial.
Os espectros de RPE dos produtos de oxidação são axiais,
bom valores de g superiores a 2, indicando a existência de niqueI
rio estado Ni(III) de baixo spin (5=1/2). Para os complexos octaé-
dricos verifica-se que gl (cerca de 2,15 a 2,21) é superior a g::
(perto de 2,02), indicando que o electrão desemparelhado se
éncontra numa orbital d
z2; para os complexos quadrangulares pla-
nos, verifica-se a situação inversa, traduzindo que o electrão
desemparelhado ocupa uma orbital d 2 2.x -y
Outros complexos de niquel(III) estudados por espectrosco-
pia de RPE, que têm sido referidos na literatura, serão menciona-
.dos brevemente:
- Por irradiação de Ni(EDTA)2- em solução aquosa obtém-se um
composto de Ni(III), que apresenta um espectro de RPE axial, com
gll=2,336 e gl=2,139. Estes valores de g foram explicados atri-
II
buindo a este complexo uma geometria octaédrica com distorção
tetragonal, em que o ligando no plano equatorial se liga em
posição cis , estando o electrão desemparelhado numa orbital
dx2_y2 (47).
- O complexo Ni[C6H3-(CH2NMe2)2-0,0' ]I2, em que o ião Ni(III)
se encontra numa geometria quadrangular plana coordenado a dois
iões halogeneto, a dois àtomos de azoto e a um àtomo de carbono
( ligação directa Ni-C), apresenta um sinal de RPE rômbico com
valores de g a 2,366, 2,190 e 2,02, compativel com uma confi-
guração electrónica de baixo spin, com o electrão desemparelhado
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numa orbital d
z2. O potencial para a transição Ni(II)/Ni(III) foi
determinado por voltametria cíclica: a transição é irreversivel e
ocorre a 0,38 V (48). Este composto é um dos raros exemplos de
complexos de Mi(III) isolados no estado sólido e estãveis na
presença de oxigénio.
- Complexos de Ni(II) com etilenodiamina ou aminas anâlogas e
iões cloreto convertem-se em compostos sólidos de Ni(III) por
reacção com cloro gasoso. Os sinais de RPE destes sólidos são
axiais, com g:: entre 2,03 e 2,04 e gl entre 2,174 e 2,185,
novamente de acordo com uma estrutura electrónica de baixo spin
(25).
- Têm sido gerados em solução, por métodos quimicos ou electro-
químicos, produtos de oxidação de ditiolenos de Ni(II)
(45,46,49,51). Estas oxidações são quase sempre irreversíveis e
envolvem os ligandos. Os sinais de RPE destes produtos são geral-
mente quase axiais com gmax a cerca de 2,15 e gmed :gmin ~ 2,0.
Embora alguns autores tenham atribuido estes sinais a complexos
de Ni(III), uma anâlise teórica, pela teoria de orbitais mole-
culares, tem evidenciado que a maioria destes compostos são de
facto complexos de Mi(II) com ligandos radicalares, isto é, o
electrão desemparelhado encontra-se fundamentalmente em orbitais
moleculares com forte contribuição do ligando. Como jâ foi refe-
rido, o enxofre tem uma constante de acoplamento orbita-spin
bastante elevada, o que explica o desvio do valor de g de radi-
cais de compostos de enxofre para valores superiores a 2.
11.2.2.3- Determinação do estado de oxidação de iões NiqueI
Os compostos de Ni(I) apresentam em geral espectros de RPE
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áxiais, enquanto os de Ni(III) têm maior rombicidade. Contudo, o
numero de sistemas estudados é ainda relativamente pequeno e para
o ião Ni(I) envolve ligandos que, pelas suas caracteristicas
electrónicas, podem perturbar significativamente os sinais de
RPE, contribuindo para uma maior deslocalização da carga no ião
central e ,assim, diminuir os valores de g. Neste aspecto, é
curioso verificar que o composto de Ni(I) que apresenta maior
rombicidade no sinal de RPE envolve um ligando macrociclico
saturado, não se fazendo sentir aquele efeito. Comparando os
valores de g de compostos de Ni(I) e Ni(III) conclui-se também
que a técnica de RPE não permite ,a priori, distinguir entre
estes dois estados de oxidação. Verifica-se ainda a partir dos
dados apresentados que apenas com base na espectroscopia de RPE
não é possivel determinar uma dada coordenacão, pois obtêm-se
. sinais com valores de g muito semelhantes para ligandos com
diferentes àtomos doadores.
Os valores de potencial para a redução Ni(II)/Ni(I) são em
geral bastante negativos (perto de -1 V). Contudo, tal como para
a espectroscopia de RPE, dispõe-se ainda de um nümero reduzido de
valores, o que não permite efectuar comparacões com os valores
obtidos para a enzima hidrogenase. Além disso, os estudos elec-
troquimicos realizados envolvem também ligandos susceptiveis de
participar na transição redox, não permitindo atribuir os va-
lores de potencial a uma mudanca efectiva do estado de oxidação
do ião niquelo
As transições Ni(III)/Ni(II) ocorrem a potenciais bastante
elevados (cerca de +1 V); uma diminuição significativa deste
val~r pressupõe uma estabilizacão extremamente forte do estado
Ni(III), ou seja, uma coordenação muito peculiar do ião niqueI
(III). Assim, para uma dada coordenação, não é muito provàvel que
as transições Ni(III)/Ni(II) e Ni(II)/Ni(I) possam ocorrer a
valores de potencial relativamente próximos. Aliàs, para o caso
dos ligandos macrociclicos verifica-se que a diferença entre os
valores de potencial redox para ambas as transições é aproximada-
mente constante, ou seja, uma estabilização de Ni(III) leva a uma
desestabilização de Ni(I).
A quimica do niqueI é extremamente diversificada em termos
de numeros e geometrias de coordenação (Tabela 11.7).
TABELA 11.7:
Geometrias e numeros de coordenação mais frequentes
em complexos de niqueI (21,23,24)
Estado de oxidação Configuração Numero de Geometria
3d Coordenação
Ni(O) dia 4 Tetraêdrica
Ni(I) d 9 4 Tetraédrica
Q.Plana
5 P.Quadrangular
Ni(II) d8 4 Tetraêdrica
Q.Plana
5 P.Quadrangular
B.Trigonal
6 Octaédrica
Ni(III) d 7 5 B.Trigonal
6 Octaédrica
Ni(IV) d 6 6 Octaédrica.
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o numero de coordenação 4 é o mais vulgar, com geometria
tetraédrica ou, por vezes, quadrangular plana. São frequentes as
espécies diméricas de compostos de Ni(I), diamagnéticas.
-H~liill-
Os numeros e geometrias de coordenação são extremamente
diversos para este estado de oxidação, embora os complexos hexa-
coordenados octaédricos sejam os mais comuns (S=l, silenciosos em
RPE). Nestes ultimos complexos são frequentes distorções tetra-
gonais resultando numa geometria intermédia entre a octaédrica e
a quadrangular plana, o que provavelmente traduz uma energia de
estabilização de campo de ligandos (EECL) maior em complexos
quadrangulares planos do que em octaédricos para sistemas d8. São
também vulgares equilíbrios conformacionais em complexos octae-
dricos de niqueI ,dependentes da temperatura e da concentração,
que resultam numa alteração das propriedades magnéticas dos com-
plexos:
• +
(octaedrico)
5=1
(Q. plano)
5=0
Estes equilibrios envolvem frequentemente moléculas de
solvente como ligandos axiais. Os complexos tetracoordenados têm
geralmente geometria quadrangular plana (EECL mais elevada) e são
diamagnéticos. São também vulgares equilíbrios conformacionais do
tipo
ML4 (Q.Plano)S=O
• ML4 (Tetraãdrico)S=l
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Os complexos de níquel nestes estados de oxidação têm
em geral numero de coordenação Q e geometria octaédrica, de
acordo com as previsões da teoria do campo cristalino para siste-
mas d 7 e d6. São também conhecidos complexos de Ni(III) penta-
coordenados de geometria pirâmide quadrangular.
Observa-se uma tendência para o aumento do numero de
coordenação dos complexos de niqueI, paralelamente ao aumento do
estado de oxidação.
Podem considerar-se essencialmente dois tipos de sistemas
modelo de metalo-enzimas:
i) Compostos com estrutura e composição semelhante á dos centros
activos da enzima, com propriedades físico-quimicas e actividade
catalítica idênticas; este tipo de composto constituiria o que
se poderia designar por um modelo ideal, permitindo analisar
especificamente as propriedades dos centros cataliticos sem a
interferência da cadeia polipeptidica. Deste modo é, também, pos-
sível determinar a influência daquela cadeia na reactividade e
nas propriedades dos centros metálicos e verificar de que modo
essas características são moduladas pela cadeia polipeptidica.
ii) Compostos que, embora com composição e estrutura diferentes,
possuem actividade catalítica semelhante. Estes sistemas permitem
principalmente analisar os mecanismos reaccionais das enzimas.
Para além dos complexos sintetizados por Sugiura et ai
(40) , já referidos, e que apenas possuem uma coordenação próxima
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da do niqueI nas hidrogenases contendo este metal e apresentam um
sinal de RPE com valores de g semelhantes, atê ao momento não tem
sido referida na literatura a sintese de compostos modelo do tipo
i). No entanto, diversos compostos têm sido apontados como mode-
los do tipo ii), que se podem designar por "modelos funcionais"
pois apenas pretendem reproduzir a actividade catalitica da enzi-
ma. Vàrios sistemas deste tipo serão descritos brevemente.
Complexos com ligandos ditioleno do tipo representado na
figura II.3 (52) são bastante reactivos em reaccões de transfe-
rência electrónica, podendo actuar como fonte ou "poços" de
electrões.
n
x:
Figura 11.3: Bisditiolenos de metais de transicão
Ditiolenos de niqueI, cobalto e ródio têm sido usados como
geradores de hidrogénio:
. 2-
-[N1(Ph2C2S 2)2] ., envolvido na producão fotoquimica de hi-
drogénio, a partir de àgua (52);
-[Co(mnt)2]2- ou [Rh(mnt)2]2-, envolvidos na producão de hi-
drogénio por reducão electroquimica na presença de àcidos orgâni-
cos fracos (53). O complexo anàlogo de niqueI,
reage muito ràpidamente após redução na presença daqueles àcidos.
Assim, não é possivel saber se ocorre apenas uma oxidação directa
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ou se esta oxidação se dã através de um intermediàrio hidreto,
com formação de hidrogenio:
2 NiH(mnt)~- • Ni(mnt)~- + 2 H2
S.Alvarez e R.Hoffmann (52) realizaram cálculos teoricos
de orbitais moleculares pelo método de Hückel para este tipo de
compostos de níquel e ródio. Como jà referido anteriormente ,e
difícil determinar com rigor o estado de oxidação formal do ião
metálico nestes complexos, ou seja, determinar se estes ligandos
se comportam como neutros ou dianiónicos. Estes autores sugerem
que os ligandos podem ser considerados dianiónicos, embora o seu
comportamento possa variar com o metal e com a carga total do
complexo.
o diagrama de orbitais moleculares destes complexos e
compatível com o diamagnetismo de complexos com iões da e com o
paramagnetismo dos complexos de iões d7 , nos quais o electrão
desemparelhado se encontra numa orbital molecular com contribui-
docão
neste
metal (através da orbital d ) e do ligando. Baseados
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facto, propuseram um ciclo catalítico para a evolução de
hidrogénio a partir de ditiolenos de níquel(III) ou ródio(II)
(figura 11.4), que envolve duas reduções monoelectrónicas do
metal. Após a primeira redução, o protão pode ligar-se ao ião
metálico, que lhe doa dois electrões e, assim, torna-se formal-
mente num ligando hidreto oxidando o ião níquel(II) a níquel(IV).
A adição de outro electrão reduz o ião Ni(IV) a Ni(III) e, por
novo ataque electrofílico de outro protão, pode formar-se uma
molécula de hidrogénio ligada de modo apical. O ataque do segundo
protão nesta posicão é favoràvel, devido à elevada densidade
electrónica em torno do ião hidreto coordenado ao metal.
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Figura II.4: Ciclo catalitico para a produ9ão de hidrogénio
a partir de ditiolenos de niqueI (52)
A ligação M-H2 enfraquece e a molécula de H2 pode facil-
mente libertar-se. A adição do protão e a elimina9ão da molécula
de hidrogénio podem ocorrer de modo concertado. Um processo
alternativo, envolvendo a ligação do segundo protão a um átomo de
enxofre do ligando, não enfraqueceria a liga9ão M-H, pois os
átomos de hidrogénio estariam a interactuar com orbitais mole-
culares diferentes, sendo então necessária uma activa9ão substan-
cial para levar á forma9ão de hidrogénio.
Outro esquema analisado pelos autores envolveria um ataque
dos protões aos átomos de enxofre, seguido da forma9ão da liga9ão
H-H, com quebra concertada das ligações S-H. No entanto, o pro-
cesso é proibido por simetria em reac9ões térmicas, sendo possi-
vel apenas a partir de estados excitados.
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o esquema apresentado na figura 11.4, embora envolva um
estado de oxida9ão do niqueI que não tem sido considerado para a
hidrogenase, tem diversos aspectos relevantes para a construQão
de um mecanismo reaccional para a activaQão de hidrogénio pelas
hidrogenases (Capitulos V e X):
-a possibilidade teórica de os estados de oxida9ão elevados do
niqueI em particular o niquel(III) , estarem envolvidos na
formaQão de hidretos;
-a ligaQão da molécula de hidrogénio de modo apical, sugerindo
assim um mecanismo para a eliminaQão final desta molécula;
-a existência de dois passos de transferência electrónica, que
ocorrerão possivelmente a diferentes valores de potencial;
-a estabilizaQão destes estados de oxida9ão elevados por ligandos
cujo àtomo doador é o encontrado nas hidrogenases (enxofre);
-a necessidade de ocorrer uma transferência bielectrónica do ião
central para o protão (no caso da evolu9ão de hidrogénio) ou no
sentido inverso (caso do consumo de hidrogénio). Esta transferên-
cia pode envolver uma participaQão dos ligandos, não sendo neces-
sàrio postular um estado de oxida9ão formal Ni(IV) para o ião
niqueI.
Contudo, este esquema é apenas teórico e, até ao momento,
não têm sido apresentadas evidências experimentais que permitam
identificar os vàrios intermediãrios envolvidos.
E. Hontzopoulos e colaboradores (54) mostraram recentemen-
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que o complexo monoanião bis(2-cloroditiobenzil)niquelato(II)
de natureza radicalar, catalisa a produção ou o consumo de
~idrogénio na presença de metil viologénio (MV) reduzido. O
mecanismo proposto para a produção de hidrogénio é o seguinte
C + H+ - C-H
C-H + MV'+ - MV-C-H+
(MV-C-H)+ + C-H - C(H2) + C- + MV
2+
C(H 2) ~ H2 + C
C + MV'+ ~ C + MV2+
Novamente, não são apresentadas evidências experimentais
que identifiquem inequivocamente os intermediários propostos.
Assim, o principal interesse deste exemplo reside no facto de
mostrar que ditiolenos de niqueI têm a capacidade de catalisar a
"oxidação de hidrogénio ou a redução de protões com a formação de
de niqueI nesta enzima. Foram usados como ligandos o
para a enzima hidrogenase, antes de ser conhecida a
- N,N'- etilenobis(salicilenoiminato), o ACACEN - N,N'-
com ligandosCompostos de NiqueI, Paládio e Platina,
etileno(acetilacetonimina), a dimetilglioxima e o ácido picolini-
ciclicos azotados foram propostos por Olivé e Olivé (55) como
H2, na presença de transportadores de electrões com potencial
redox apropriado.
COo O complexo Pd(salen) revelou-se o mais efectivo na produção
i~e hidrogénio, embora os autores refiram que os outros complexos
têm um comportamento semelhante. Estudaram-se as reacções de
';-".-
109
hidrogenação do hexeno-1 e a reacção de permuta H/D. A cinetica
de ambas as reacções (variação da velocidade da reacção em função
das concentrações de substratos e catalisador) é semelhante á da
hidrogenase o que levou aqueles autores a proporem estes comple-
xos como modelos. Verificou-se também que o màximo de actividade
catalitica era obtido em soluções ligeiramente bàsicas, tal como
acontece com algumas hidrogenases. Foi proposto o seguinte meca-
nismo reaccional:
H
N....... I .,....,N-.....( ....... Pd OH
O""""
O protão libertado é estabilizado por um oxigénio fenblico
do ligando salen, que se dissocia em simultâneo com a cisão da
molécula de H2. Um mecanismo semelhante, envolvendo a quebra de
uma ligação Ni-S, foi proposto para a catàlise de reacções de
isomerização de olefinas pelo hidreto derivado do composto Ni(L)2
(L= 1,tioetil-2,difenilfosfinaetano) (63).A reacção de permuta,
usando etanol deuterado como solvente, pode ser explicada pela
seguinte sequência de reacções:
--...., PdH
I
A formação de D2 necessitaria de passos suplementares:
reacção do catalisador com HD, resultando, após nova permuta com
o solvente, a libertação de deutério. A dependência de pH desta
reacção pode ser explicada com base neste mecanismo: a valores de
pH ácido o passo lento da reacção é a cisão heterolitica, pois o
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grupO bàsico encontra-se protonado; a pH bãsico, o passo lento
serà a reformação de H2, por o grupo bãsico estar essencialmente
desprotonado. Assim, a velocidade màxima da reacção ocorre a um
valor de pH intermédio.
Os autores analisaram também teoricamente o modo de adição
da molécula de hidrogénio, concluindo que o composto deve ser
pentacoordenado de modo a que a orbital antiligante da molécula
de H2 interactue eficientemente com a orbital de mais alta ener-
gia do metal (d
z2). ° ligando axial, que neste caso é o solvente,
teria como função elevar a energia desta orbital.
Halpern e James (56) estudaram a redução dos iões Fe(III)
por cloreto de ruténio(III):
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Na ausência de Fe(III) não hã consumo de hidrogénio, o que
Ru(III) +
--------- 2 Fe(II) + 2 HH2 + 2 Fe(III)
ção de permuta D2/H20 os autores verificaram que na fase gasosa a
concentração inicial de HD é superior á de H2, o que é compativel
com o mecanismo heterolitico. A razão HD/H2 diminui com o aumento
da concentração de Ru(III), o que reflecte possivelmente a con-
sugere que a primeira reacção é reversivel. Estudando-se a reac-
A activação de hidrogénio dã-se por cisão heterolitica da
Ru(III) + H2 ---. Ru(III)-H + H+
Ru(III)-H + 2 Fe(III) ~ Ru(III) + 2 Fe(II) + H+
molécula de H2, tendo sido proposto o seguinte mecanismo:
ou Ru(IV) em solução aquosa na presença de hidrogénio, catalisada
tribuição de multiplos processos de permuta, isto é uma
molécula de HD, resultante da primeira reacção de permuta entre
D2 e H20, sofre uma segunda reacção de permuta formando H2, antes
de se libertar para a fase gasosa. Extrapolando os resultados
para uma concentração nula de Ru(III) obtém-se um valor de HD/H2
=0,3, que corresponde provavelmente á distribuição primária de
produtos. Esta razão é , também, dependente do pH do meio, aumen-
tando com o seu acréscimo. ° mecanismo proposto para a reacção de
permuta é o seguinte:
Ru(III)Cl + D2 ~ Ru(III)D- + D+ + CI
Ru(III)Cl + HD
Ru(III)D
Ru(III)H- + HDO
2)
3)
Ru(III)H • Ru(III)CI + H2H+ + CI
A distribuição dos produtos de permuta primária e
determinada por competição entre os passos 2) e 3), ou seja, a
razão HD/H2 é directamente proporcional ao valor da concentração
de H+ e à razão entre as constantes de velocidade k 2 e k3:
Este sistema foi apresentado neste capitulo de compostos
de niqueI porque, embora o Ruténio(III) tenha uma configuração
electrónica diferente do ião niquel(III) e, assim, não ser pos-
sivel extrapoiar os resultados obtidos nos compostos de Ru(III)
para compostos de Ni(III), o sistema apresenta várias caracte-
risticas importantes para a discussão do mecanismo de activa~ão
de hidrogénio pela hidrogenase (ver capitulo IV):
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- a cisão da molécula de H2 dA-se pelo modo heterolitico;
- verifica-se que a razão· das velocidades de formação dos
produtos primàrios de permuta (HD e H2 ) e função da concentração
de catalisador e do pH do meio reaccional;
II.3.4-Hidreto~ de Miguel (57-64)
Outros sistemas interessantes do ponto de vista da função
dos centros metálicos da hidrogenase são os complexos hidreto de
metais de transição. Estes complexos têm sido considerados como a
espécie cataliticamente activa em reacções de hidrogenação e
isomerização de olefinas, sendo conhecidos exemplos de
praticamente todos os metais de transição.
Dispõe-se ainda de poucos dados termodinâmicos que permi-
tam prever a estabilidade de hidretos, ou seja, no caso concreto
da enzima hidrogenase, contendo centros de ferro e niqueI, não se
pode prever qual dos iões metAlicos reagirA preferencialmente, em
termos energéticos, com a molécula de hidrogénio. Contudo, vàrios
complexos de niqueI, em geral com ligandos aceitadores n , têm-se
revelado extremamente activos como catalisadores de reacções de
hidrogenação, o que sugere uma elevada reactividade daquele metal
em relação á molécula de H2.
O ião hidreto é um ligando bastante forte, estando perto
dos grupos alquilo, arilo e cianeto na série espectroquimica. Por
isso, os complexos hidreto envolvem geralmente ligandos com ele-
vada capacidade de aceitação n, como o grupo carbonilo, fosfinas
e tiolatos. Têm sido isolados alguns hidretos de niqueI, no
estado de oxidação Ni(II), com ligandos deste tipo, em geral em
complexos com geometria quadrangular plana ou pirâmide quadran-
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guIar. Não têm sido referidos na literatura complexos hidreto Com
o ião Ni(III); no entanto, nos estudos que têm sido realizados
não se tem determinado o estado de oxidação da espécie complexa
cataliticamente activa.
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/CA~TULO ~II:
PROPRIEDADES GERAIS DE
C,ENTBQS FERRO-ENXQ.EHE
Embora todas as hidrogenases [NiFe] até agora caracteriza-
,das apresentem, uma grande diversidade em relação á composicão dos
seus centros activos, todas elas têm uma caracteristica comum:
contêm sempre centros ferro-enxofre com as estruturas bàsicas
[2Fe-2S], [3Fe-xS] e [4Fe-4S] (1,2). O estudo e conhecimento das
propriedades destes centros em proteinas simples tem sido deter-
minante para a caracterização de proteinas Fe-S complexas, pelo
que serão descritas sucintamente as principais caracteristicas
destes centros em ferredoxinas, nomeadamente as suas propriedades
espectrosc6picas de Ressonância Paramagnética Electr6nica e de
Mõssbauer. Dar-se-á particular relevância a centros do tipo [3Fe-
xS] e [4Fe-4S], visto que as hidrogenases caracterizadas neste
trabalho contêm centros Fe/S apenas destes tipos.
As ferredoxinas são proteinas contendo ferro não hémico
coordenado a átomos de enxofre através de residuos cisteina da
cadeia polipeptidica e a iões sulfureto, vulgarmente designados
por enxofre lábil ou inorgânico. As estruturas básicas destes
centros encontram-se na figura 111.1.
eFe
oS
[Rb] [2Fe-2S] [3Fe-3S] [4Fe-4S]
Figura 111.1: Estruturas básicas de centros Fe/S (3,4)
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apenas um ião ferro ligado a quatro àtomos de enxofre
Os
geometria
presente
contém
iões ferro encontram-se coordenados ao enxofre numa
aproximadamente tetraédrica. A unidade mais simples,
em rubredoxinas e na desulforedoxina de D.gigas (3),
de
residuos cisteina. Nas restantes unidades os iões ferro são
ligados entre si através de iões sulfureto e os agregados assim
constituidos ligam-se á cadeia polipeptidica pelo átomo de enxo-
fre dos residuos cisteina. O nucleo [2Fe-2S] forma um anel de
quatro átomos, planar. A distância Fe-Fe é de cerca de 0,27 nm. O
agregado [4Fe-4S] pode ser visualizado como consistindo em dois
tetraedros interpenetrantes, contendo quatro iões de ferro e
quatro iões de enxofre lábil; a estrutura deste centro é as-
simétrica, ocorrendo uma distor~ão tetragonal. A estrutura dos
centros [3Fe-xS] é ainda polémica, havendo poucos dados disponi-
veis: apenas a Fd I de Azotobacter vinelandii foi estudada por
Raios-X, enquanto a Fd II de D.gigas e a aconitase foram estuda-
das por EXAFS (5,6). Os resultados obtidos têm sido interpretados
como indicativos da existência de dois tipos de centros [3Fe-xS]
(4): um tipo, representado pela Fd I de A.vinelandii, em que a
estequiometria é 3Fe:3S, tendo o agregado uma estrutura tipo
barco distorcido, com o anel [3Fe-3S] numa conformaQão quase
planar (Figura III. 1); - o outro tipo de centro é representado
pela Fd II de D.gigas e pela aconitase, no qual a estequiometria
do nucleo Fe/S é 3Fe:4S (Figura I11.2). Neste centro as distãn-
cias Fe-S e Fe-Fe são semelhantes ás dos centros [4Fe-4S] e [2Fe-
2S], apontando para uma conformaQão do tipo cadeira para o anel
[3Fe-4S]. Foram sugeridas duas possiveis estruturas para o centro
[3Fe-4S] (Figura III.2) (4): a estrutura a resulta de um centro
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[4Fe-4S] ao qual foi retirado um átomo de ferro, gerando-se um
tiolato livre:, A. estrutura ª pressupõe a manuten~ão de quatro
ligandos cisteina, levando á existência de dois tipos de coorde-
nação dos iões ferro; nesta estrutura existe um nücleo [2Fe-2S]
que poderá explicar a conversão [3Fe-4S] --- [2Fe-2S] que ocorre
em reacções de extrusão destes centros (ver discussão adiante) .
• Fe
oS
-Fe
~
~
+Fe
Figura III.2: Estruturas alternativas para centros [3Fe-4S] (4)
Devido á incerteza na estequiometria dos centros contendo
três iões ferro, com a possivel excepção da aconitase e da Fd II
de D.gigas, estes centros serão representados como [3Fe-xS].
Os espectros de visivel e ultravioleta de proteinas con-
tendo centros Fe/S apresentam geralmente uma banda alargada com
um máximo mal definido a cerca de 400 nm, resultante de bandas de
transferência de carga S--Fe (Figura 111.3).
O espectro é caracteristico de cada tipo de centro mas,
devido á sua forma alargada, e dificil a identificação destes
agregados em proteinas complexas, apenas a partir de espectros de
visivel/UV. Em geral, a absortividade molar por cada ião ferro e
-1 -1de cerca de 4,5 M cm . Por redução, a absorvância diminui
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Figura 111.3: Espectros de Vis/UV de proteinas contendo
centros Fe/S (9)
Formas oxidada ( ) e reduzida (-----)
cerca de 50% no ponto de máxima diferença. Como a cadeia poli-
peptidica não absorve significativamente na região do visivel, a
razão de absorvâncias A400/A280 é utilizada como um indicador da
proporção relativa cromóforo/peptido, sendo usada como estimativa
do grau de pureza de proteinas contendo este tipo de centros.
Os centros Fe/S podem apresentar diversos estados de oxi-
dação, interrelacionados por reacções de transferêhcia monoelec-
trónicas (Tabela III.1 e Figura III.4):
[Rb(Fe 3+ ) ] • [Rb(Fe2+ ) ]
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[2Fe-2S]2+ --.~ [2Fe-2S]1+
[3Fe-xS] • [3Fe-x5] dox re
[4Fe-4S]3+ • [4Fe-45]2+ • [4Fe-45]1+
TABELA 111.1: Estados de oxida~ão de centros Fe/5(a)
Centro Valência dos
átomos de Fe
Estado de
oxida~ão
Estado
magnético
Transi~ões tipicas
em proteinas
[Rb] Fe3+ 3+ 5=5/2 Rbox ( nativo)
2+ 2+ HFe 5=2 Rbred
[2Fe-2S] F 3+ F 3+ 2+ 5=0 Fdox (nativo)e ,e
F 3+ F 2+ 1+ ~ te , e 5=1/2 Fdred
t·
[3Fe-xS] 3 Fe3+ 1+( b) 3+(C) 5=1/2 Fdox (nativo)
2Fe+2,5 Fe3+ 2+ ~ t, O 5=2 Fdr ed
v-.
{4Fe-4S] 3 F 3+ Fe2+ 3+ 5=1/2 HIPIPoxe ,
3+ Fe2+ 2+ H2 Fe , 2 5=0 HIPIPred Fdox (nativo)
F 3+ Fe2+ 1+ 1te , 3 5=1/2 Fdr ed
l~;
(a) O estado de o z Ld a c â c formal dos agregados [Fe-S] e determinado
~~mando as cargas formais dos i~es ferro e sulfureto.
A carga formal para os centros [3Fe-xS) depende do numero de
i~es S= : (b) x=4; (c) x=3. Adaptada ref. (3,10)
[2'e-28], ,
[3'e-28]
.. ---------.....
A B C D
K
-
[4'e-48]
-400
!
-200
!
o, +200I
a
HI PI P
+400,
Figura 111.4: Potenciais redox de centros Fe/S
A- Fd I de A.vinelandii; B- Fd II de D.qigas
C- Hidrogenase de D.qiqas; D- Fd I de D.giqas
E- Centros "Rieske" . Adaptada Ref. (3,12-14)
125
As proteinas do tipo rubredoxina apresentam potenciais
redox numa gama estreita, perto de O mV. Podem existir em dois
estados redox: estado nativo, oxidado, com 5=5/2 (Fe3+) e estado
reduzido, com 5=2 (Fe 2+). Pelo contrario, todos os outros tipos
de centro apresentam potenciais redox cobrindo uma gama de poten-
ciais bastante mais larga e constituem exemplos de compostos
polinucleares de valência mista, contendo iões ferro em diferen-
tes estados de oxidação formal.
- A redução dos centros [2Fe-25] ocorre entre -220 e -450 mV, com
excepção dos centros tipo "Rieske", que apresentam potenciais
redox positivos (15); esta diferença parece resultar de uma
coordenação diferente de um Atomo de ferro, que não estarà coor-
denado a cisteinas, mas sim a ligandos azotados ou oxigenados
(15). Os centros [2Fe-xS] são isolados no estado oxidado (5=0);
por redução forma-se um estado paramagnético, com 5=1/2.
- Os centros [3Fe-xS] são tambem isolados no estado oxidado, com
S=1/2. A sua redução ocorre a potenciais negativos, entre cerca
de -30 e -400 mV, atingindo-se um estado paramagnético com 5=2.
Os dados disponiveis não permitem ainda relacionar as diferenças
de potencial redox com a estrutura do centro. A carga total
destes agregados depende do numero de iões sulfureto presentes
que, como jA referido, permanece na maioria das proteínas incer-
to. Assim, os estados oxidado e reduzido serão representados por
indices QA e ~ed, respectivamente.
- De acordo com a hipótese dos três estados, de Carter et ai
(11), os centros [4Fe-4S] podem existir em três estados de oxida-
ção (3+, 2+ e 1+) . As proteínas do tipo HIPIP (High Potencial
Iron Protein) contêm centros que podem apresentar os estados 3+ ,
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~~"';'r~
[Vbaramagnético, com 5=1/2, ou 2+, diamagnético, com 5=0; a transi-
-,.1bão entre estes dois estados dà-se a potenciais positivos. Outras
)
~erredoxinas contêm centros que apresentam o estado 2+ 'quando
!isoladas +(semelhante ao estado 2 de HIPIP) que, por redução a
potenciais negativos, +se transformam no estado 1, com 5=1/2.
Têm-se assim dois tipos de centros [4Fe-45]= centros [4Fe-
45]3+/2+ e centros [4Fe-45]2+/1+. Por redução da proteina HIPIP
de Ch.vinosum, a cerca de -600 mV e na presença de DMSO, foi
obtido o estado 1+ para esta proteina, confirmando-se parcialmen-
te a hipótese dos três estados. No entanto, a oxidação de centros
[4Fe-4S]2+/1+ leva à destruição do agregado, por conversão em
centros do tipo [3Fe-x5] ou por oxidação dos ligandos cisteina,
com formação de radicais disulfureto (16,17), não tendo sido
obtido ainda +o estado 3 para estes centros, o que contraria
aquela hipótese.
A diversidade de potenciais redox para centros do mesmo
tipo evidencia a influência da cadeia polipeptidica nos centros
metàlicos das proteinas Fe/S, tal como acontece também para
outros tipos de proteinas, como por exemplo as proteinas hemicas
(3). Esta influência é particularmente nitida no caso de protei-
nas contendo centros [4Fe-4S]: embora a estrutura bàsica destes
centros seja semelhante, nas proteinas HIPIP os centros funcionam
t estado 3+ e 2+,apenas en re os enquanto noutras proteinas
f . testados 2+ e 1+.unC10nam apenas en re
A espectroscopia de Ressonância Paramagnética Electronica
(RPE) tem sido utilizada como técnica bàsica para a identificação
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de centros Fe/S (8,9). Na figura rrr.5 mostram-se exemplos de
espectros de RPE para centros [2Fe-2S], [3Fe-xS] e [4Fe-4S].
No estado oxidado, os centros [2Fe-2S] são díamagnétícos,
pelo que não apresentam sinal de RPE. O estado reduzido é para-
magnético, S=1/2, surgindo sinais de RPE tipicos, com gm=l,94
(Tabela rrr.2 e Figura rrr.5). Estes sinais podem ser rômbicos
(ferredoxinas tipo planta) ou axiais (adrenoxina, ferredoxinas
bacterianas e hidrogenases). Os sinais são em geral detectados
até temperaturas cerca de 77 K; os sinais rômbicos apresentam uma
relaxação mais rápida que os sinais axíais. O sinal de RPE do
centro Rieske de T,thermophilus, no estado reduzido, é peculiar,
com gm=l,85. Esta diferença resulta possivelmente da coordenacão
dos iões ferro neste centro, como referido anteriormente (15).
Os centros [3Fe-xS] no estado oxidado são paramagnéticos,
com S=1/2, revelando sinais de RPE práticamente isotrópicos,
centrados a g=2,O (Figura rrr.5 e Tabela rrr.2), observáveis até
cerca de 30 K. Os sinais de RPE de centros deste tipo encontrados
em hidrogenases são ligeiramente diferentes (mais isotrópicos)
que os sinais de ferredoxinas com estes agregados (12,18,20). No
estado reduzido, os centros [3Fe-xS] são também paramagnéticos,
com S=2, sendo em geral silenciosos em RPE. Hagen et aI (21)
detectaram numa ferredoxina de T,thermophilus um sinal de RPE a
g=12, que atribuiram a centros [3Fe-xS] neste estado de redução.
Na hidrogenase de D,gigas, que contém um centro [3Fe-xS], é
também observado um sinal âquele valor de g, em certos estados de
redução (22).
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B- Fd C.pasteurianum semi reduzida
C- Fd C.pasteurianum totalmente reduzida
D- Centro [4Fe-4S]3+/2+: HIPIP de Chromatium, oxidada
Figura 111.5: .Espectros de RPE de centros Fe/S (9,12)
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TABELA 111.2: Sinais de RPE tipicos de centros Fe/S
Tipo de centro
(origem)
Valor de g
gmax gmed
[2Fe-2S]1+
Adrenoxina
Fd (espinafre)
Centro "Rieske"
(T.thermophilu;,.;;)
[3Fe-xS]oz
Fd II (D.qiqa:..=:)
Aconitase
(coração de boi)
Hidrogenase (D.qiqas)
[4Fe-4S]3+
Fd HIPIP
(Ch.vinosum)
[4Fe-4S]1+
Fd (B.polimyxa)
Hidrogenase
(!'1$. b er k e r i )
Adaptada Ref (8,9,26)
1,96
1, 96
1,90
2,00
2,01
2,01
2,06
1,95
1, 93
2,02
2,04
2,02
2,02
2,02
2,10
2,06
2.04
1,93
1,96
1,90
2,00
2,01
2,10
1,92
1,90
1,92
1,89
1,80
1,97
2,00
2,04
1,88
1,86
- Os centros [4Fe-4S] no estado 2+ são diamagnêticos
(S=O). No estado reduzido, 1+, apresentam em geral sinais rômbi-
cos, com g =1,96, correspondentes a um sistema de spin com S=1/2,
m
detectàveis até cerca de 35 K (Figura 111.5 e Tabela 111.2). Em
proteínas com mais de um centro [4Fe-4S] os espectros no estado
reduzido podem apresentar características um pouco diferentes,
quer por alteração das propriedades de relaxação de cada centro,
quer por interacção magnética entre os centros. Por exemplo, a
ferredoxina de Clostridium pasteurianum, que contém dois centros
[4Fe-4S]2+/1+, apresenta no estado semi-reduzido um sinal de RPE
simples, com g =1,96
m
tipico de centros [4Fe-4S]1+ (Figura
111.5). No estado completamente reduzido, o espectro de RPE é
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bastante mais complexo, tendo sido interpretado como resultando
de um acoplamento de spin entre os dois agregados [4Fe-4S]1+
paramagnéticos, com S=1/2 (23). Lindahl et ai (24) detectaram na
BXQt~~ E~ reduzida da nitrogenase de Azotobacter vinelandii um
sinal de RPE a g=5,8 e 5,15 que atribuiram a um centro [4Fe-4S]1+
com um estado de spin S=3/2. Estes autores verificaram ainda que
o estado de spin destes centro é sensivel á conformação da pro-
teina. Assim, em etilenoglicol a 50%, cerca de SO% dos centros
1+[4Fe-4S] encontra-se na forma com S=1/2, enquanto na presença
de ureia a 0,4% aproximadamente 85 % dos centros encontra-se no
estado com S=3/2. Estes resultados permitiram explicar porque
razão a quantificação de spin do sinal a g=1,S4 desta proteina no
estado reduzido era sempre inferior a um spin por centro: em
condições normais, parte dos centros encontra-se no estado com
-S=3/2, pelo que a quantificação traduzia apenas os centros com
S=1/2. Moulis et ai (25) observaram igualmente estados de spin
com S>1/2 na ferredoxina de C.pasteurianum em que os átomos de
enxofre lábil foram substituidos por selénio , obtendo-se centros
[4Fe-4Se]2+/1+, detectando sinais de RPE a g=4,5 , 3,5 e ~2 e a
g=5,17, que correspondem a agregados com S=7/2 e S=3/2. Verifi-
ca-se assim que centros [4Fe-4S]2+/1+ podem não apresentar no
estado reduzido 05 sinais de RPE tipicos com gm=1,S4 , associados
a sistemas de S=1/2.
Os centros do tipo HIPIP no estado oxidado ([4Fe-4S]3+,
S=1/2) apresentam sinais de RPE axiais com gm=2,05, observàveis
a baixa temperatura (Figura 111.5), enquanto no estado reduzido
([4Fe-4S]2+) são diamagnéticos.
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A espectroscopia de Mõssbauer, em conjunto com a es-
pectroscopia de RPE, tem sido determinante no estudo de centros
Fe/S. Devido á detecção de todos os iões ferro na amostra,
independentemente do seu estado de spin, esta espectroscopia
permite o estudo das proteinas contendo centros deste tipo em
qualquer estado de oxidação, constituindo a técnica de excelência
para o estudo de proteinas de ferro. Os parâmetros básicos da
espectroscopia de M6ssbauer ( desvio isomérico, 8 e desdobra-
mento de quadrupolo, Ll EQ ) são caracteristicos do estado de
oxidação de cada ião ferro. Por outro lado, a forma do espectro
de M6ssbauer e, em particular, a sua dependência com o campa
magnético aplicado permitem determinar o estado de spin dos
sistemas detectados. Nomeadamente, é possivel a distinção de
sistemas diamagnéticos e paramagnéticos e, entre estes, distin-
guir centros com spin total inteiro (sistemas não Kramer) de
centros com spin total semi inteiro (sistemas de Kramer) (ver
Apêndice) . Na figura III.6 mostram-se alguns espectros de
M6ssbauer tipicos de cada centro Fe/S. Na tabela III.3 apresen-
tam-se os parâmetros de Môssbauer para estes centros.
Centros do tipo [Rb]: Na forma oxidada, a 4,2 K, o
t d MM b ét· é caracter;st;co de ;~oes Fe 3+espec ro e vSS auer, magn ~co, •••
de spin elevado (S=5/2), coordenado tetraedricamente a átomos de
enxofre. A alta temperatura o espectro colapsa num dobleto de
quadrupolo, com 8= 0,28 mm/s e LlEQ=0,64 mm/s. No estado reduzi-
do o espectro consiste, na ausência de campo magnético aplicado,
num dobleto de quadrupolo, com LlEQ=3,3 mm/s e 8=0,65 mm/s,
caracteristicos de iões Fe2+ também coordenado tetraedricamente a
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o espectro de Mõssbauer do estado
Estudos de dependência do espectro com
~ Centros [2Fe-25]
são tipicas de sistemas com spin inteiro (5=2).
oxidado é diamagnético, consistindo num dobleto de quadrupolo com
ligandos de enxofre. As propriedades magnéticas deste espectro
os agregados [2Fe-25] são compostos de valência mista, contendo
ãtomos de ferro, resultando num sistema com 5=0. Por redução,
com parâmetros idênticos ao do estado oxidado e outro com parâ-
metros tipicos de iões Fe2+, o que mostra que no estado reduzido
entre os iões ferro.
o campo magnético externo inàicam acoplamento antiferromagnético
{
desvio isomérico de 0,22 - 0,29 mm/s e desdobramento de quadrupo-
::10 ÂEQ de 0,60-0,66 mmz'e , caracteristico de iões Fe3+. O diamag-
netismo do sistema indica acoplamento antiferromagnético entre os
.~ F 3+ .~ F 2+
·um ~ao e e um ~ao e .
rr"'oibs,erva,m-se a alta temperatura dois dobletos de quadrupolo, um
- Centros [3Fe-x5] A forma oxidada da Ferredoxina II de
D.gigas apresenta um espectro de Mõssbauer magnético a 4,2 K, com
três sitios de ferro distintos. A 77 K, os três componentes
colapsam num dobleto de quadrupolo, com desvio isomérico (8=0,27
mm/s) e desdobramento de quadrupolo ( ÂEQ = 0,54 mm/s), tipicos
de iões Fe3+ coordenados tetraedricamente a ãtomos de enxofre.
Por redução monoelectr6nica obtém-se um espectro de Mõssbauer
contendo dois dobletos de quadrupolo distintos: dobleto I, com
valores de desvio isomérico e de desdobramento de quadropolo (8=
0,32 e ÂEQ=O,65 mm/s) médios dos valores de ferro na rubredoxina
nos estados oxidado e reduzido, indicando uma valência intermédia
de 2,5+ para os iões ferro deste dobleto; o dobleto II tem parâ-
metros caracteristicos de Fe3+ de spin elevado (8 =0,3 e ÃEQ=O, 47
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,
rmm/s). A razão de intensidades destes dobletos é de 2:1, mostran-
do que o dobleto I corresponde a dois iões ferro, indistinguíveis
por espectroscopia de Môssbauer , e o dobleto II a um ião 3+Fe ,
ou seja, no estado reduzido o electrão é partilhado essencialmen-
te por dois átomos de ferro.
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Figura 111.6: Espectros de Môssbauer de centros Fe/S (3,27)
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Mõssbauer é diamagnético (S=O), consistindo em dobletos de
a alta temperatura consiste também em dobletos de quadrupolo
+no estado de oxida~ão 2 o espectro[4Fe-4s] :- Centros
TABELA III. 3: Parâmetros de Mõssbauer de centros Fe/S
Estado de Desvio LiEQ Valência
:Centro oxidação isomérico média dos
c5(mm/s) (mm/s) àtomos de Fe
,[Rb] Oxidado 0,25-0,32 0,5-0,78 3+
Reduzido 0,65-0,70 3,25 2+
[2Fe-2S] Oxidado 0,22-0,29 0,60-0,66 3+
Reduzido 0,22-0,29 0,60-0,80 3+
0,55-0,59 2,7-3,0 2+
[3Fe-xS] Oxidado 0,27 0,54-0,71 3+
Reduzido I 0,46 1,34-1,47 2 +x 2,5
II 0,30 0,40-0,48 3+
[4Fe-4S] [4Fe-4S]3+ 0,31 0,77 2,75+
[4Fe-4SJ 2+ 0,41-0,43 0,75 2,5+
[4Fe-4SJ 1+ 0,50-0,60 1,07 2,25+
Adaptada ref. (3,15,29)
com parâmetros característicos de uma valência intermédia de
+2,25; para a ferredoxina de B.stearothermophilus os parâmetros
e de desdobramento de quadrupolo indicam uma valência média para
os àtomos de ferro de 2,5+. Por redu~ão monoelectrónica, o espec-
quadrupolo alargados, devido aos àtomos de ferro do agregado não
serem perfeitamente equivalentes. Os valores de desvio isomérico
indicam a presença de dois iões ferro com um estado de oxida~ão
formal médio de 2,5+ e dois iões com o estado de oxida~ão 2+. O
estado de oxidação 3+ destes agregados apresenta a alta tempera-
tura dobletos de quadrupolo com parâmetros indicando uma valência
média dos átomos de ferro de 2,75+.
Estudos com as ferredoxinas de D.gigas e com a aconitase
de coração de boi revelaram que a mesma cadeia polipeptidica pode
acomodar centros [3Fe-xS] e [4Fe-4S], o que sugere a possibili-
dade de interconversão entre estes centros. Este processo foi
estudado em detalhe (30,31,32), em condições fisiológicas ou por
meios químicos, resumindo-se aqui as principais conclusões, usan-
do-se as ferredoxinas de D.gigas como protótipo. A ferredoxina II
deste organismo contém apenas centros [3Fe-xS], enquanto a ferre-
doxina I contém essencialmente centros [4Fe-4S]2+/1+.
III. 6 .1-ConYer~Q ~!: meioª g,yimi.ç2-ª
- Por incubação da Fd II reduzida com ditionito, na pre-
sença de Fe2+, S2- e ditiotreitol, em condi9ões anaeróbicas, dà-
se uma conversão parcial (36-70%) dos centros [3Fe-xS] em centros
[4Fe-4S]1+, surgindo o espectro de RPE tipico destes centros. Por
oxidação da amostra, verifica-se uma diminui9ão da intensidade do
sinal de RPE dos centros [3Fe-xS], correspondente àquela inter-
conversão, ou seja, não ocorre uma reforma9ão dos centros [3Fe-
xS] . Resultados idênticos foram obtidos para a aconitase (32).
- Por oxidação da ferredoxina I com ferricianeto de po-
tássio dá-se a conversão total dos centros [4Fe-4S] em centros
[3Fe-xS]. Este dado é particularmente importante, pois permite
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em numerosas ferredoxinas ou outras protei-
contendo centros [4Fe-4S], no estado nativo, de um sinal de
a g=2,02, que pode resultar desta conversão por oxidação dos
[4Fe-4S]. Esta conversão pode também ocorrer em meio
a elevada força ionica.
Incubando a enzima aconitase de coração de boi em meio
(pB ) 9,5) ou na presença de ureia (4-8 M), verifica-se a
"conversão do centro [3Fe-4S] numa forma linear (Figura III. 7)
(33). Esta nova conformação dos centros [3Fe-4S] apresenta um
sinal de RPE a g=4,3, caracteristico de um spin electronico
8=5/2. As propriedades espectroscópicas deste centro linear são
idênticas as de um agregado sintético [Fe3S4(S-Et)4]3-, com uma
estrutura linear, sintetizado por Bolm et ai (34) e que constitui
unico agregado Fe/S contendo três átomos de ferro até agora
"sintetizado com sucesso. Os autores verificaram ainda, por espec-
troscopia de RPE, que por incubação da aconitase contendo o
!
centro linear, na presença de ferro e em meio redutor, formam-se
agregados [4Fe-4S]1+ e [2Fe-2S]1+.
As ferredoxinas de DMgigas foram testadas em duas reacções
~etabólicas das bactérias redutoras de sulfato (35): a reacção
,
fosforoclàstica e a redução de sulfito. A FdII (E
o=-130 mV) é
,
~ais eficiente que a Fd I (E
o=-440 mV) na redução de sulfito,
~nquanto a Fd I é activa na primeira daquelas reacções. A ferre-
doxina II só participa nesta reacção ap6s uma longa fase de
~Spera. Esta activação foi seguida por espectroscopia de RPE,
yerificando-se o aparecimento de um sinal de RPE a g=1,94 o que
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traduz que naquelas condições fisiológicas ocorre a conversão
quase total de, ceptros [3Fe-xS] em centros [4Fe-4S].
Por incubação da ferredoxina II de D~giqas sob hidrogenio
e na presença da hidrogenase do mesmo organismo verificou-se
também através da espectroscopia de RPE a interconversão (10-40%)
dos centros'[3Fe-xS] em centros [4Fe-4S] (36). Os vários tipos de
interconversão esquematizam-se na figura 111.7.
e--e
potássio
~ [4Fe-4S]
~. .
Ferricianeto de
[3Fe-xS] ~~ ~ Condições fisio16gicas/,,~ .
• • ~Fe2+, S2-, ditionito,
ditiotreitol,
Ureia
pH> 9 Ditionito, força
iónica elevada
.--e--:--.
[3Fe-4S]
Linear
Figura 111.1: Interconversão de centros [3Fe-xS] e [4Fe-4S]
Adaptada Ref. (38)
Estas observações podem ser de particular importância não
sÓ para o metabolismo destes organismos, mas também para a sin-
tese de agregados Fe/S marcados isotopicamente com 57Fe ou mesmo,
como foi recentemente demonstrado, para a sintese da agregados
metálicos mistos nos quais um ou mais dos átomos de ferro são
substituidos por outro ião metálico (37). Por outro lado, a
ocorrência de interconversão de centros [3Fe-xS] em centros [4Fe-
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leva á necessidade de interpretar os resultados de reacções
extrusão dos centros activos de proteinas contendo agregados
particular cuidado, pois a observação de apenas centros
[4Fe-4S] extruidos pode resultar daquela interconversão.
Tem sido utilizada como método de identificação de centros
ferro-enxofre em proteinas a reacção de extrusão destes agregados
através da adição de solventes desnaturantes e de tióis (RSH)
(39):
x-Holo-proteina + RSH ---. [Fe S (SR)4] + apo proteina
n n
Os produtos da reacção são identificados e quantificados
métodos espectroscópicos de visivel/ultravioleta, RMN ou RPE.
sequência de passos do processo de extrusão representa-se
esquematicamente na figura III.a. Os solventes usados vulgarmente
a desnaturação são misturas de dimetilsulfóxido (DMSO) ou
hexametilfosforamida (HMF) a aO% em água. O agente de extrusão é
seleccionado de modo a optimizar a remoção do nncleo FenS
n
e a
conferir aos agregados extruidos estabilidade e diferenças espec-
troscópicas que permitam a sua identificação e quantificação. Os
ariltióis monofuncionais como o benzenotiol e o o-xililditiol
têm-se revelado os mais eficientes. No entanto, e como foi refe-
rido na alinea anterior, é necessário impedir a interconversão
entre os centros Fe/S. Esta conversão tem-se verificado princi-
palmente em proteinas contendo centros [3Fe-xS]: quando a adição
do solvente é efectuada antes da adição do tiol observa-se nos
produtos extruidos apenas centros [2Fe-2S] e [4Fe-4S]. Pelo con-
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tràrio, se a adição de reagentes é efectuada por ordem inversa ,
obtem-se um p+0duto com um espectro de ultravioleta/visivel ca-
racteristico, que se pode considerar tipico dos centros [3Fe-xs]
(40) . Foi também observado que ti6is geometricamente mais
constrangidos, como o o-xililditiol e o ácido -tiometaloluico,
favorecem a conversão a dimero, pelo que o benzenotiol serà o
tiol mais apropriado para este tipo de reacção.
Proteina nativa
Cc~/Y{,5H -, Hs--Ce-.c~ H5..._
&
CYS- SH . Cys~SH:t' I
ys-cys/
Apoproteina
R5H
Identificação e {"RMN
Quantificação ~ RPE
Vis/UV
Figura III.8: Representação esquemática das reacções
de extrusão (39)
Baseado neste principio de reacções de extrusão tem sido
utilizado ainda outro método para a identificação de agregados
Fe/S: a transferência de centro interproteinas, que envolve um
primeiro passo de extrusão seguido de uma captura selectiva por
uma apoproteina natural. A proteina final é então analisada por
métodos espectrosc6picos, identificando-se o centro transferido.
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tal como para a reacção de extrusão simples, é necessà-
atender á possibilidade de interconversão entre os centros
neste processo, para além de ser fundamental uma escolha crite-
riosa da proteina receptora visto que, como jà foi referido,
diversas proteinas têm a capacidade de acomodar diferentes tipos
de centros Fe/S.
A compilação das caracteristicas espectroscópicas tipicas
das estruturas bàsicas dos agregados Fe/S permite uma identifica-
ção preliminar do tipo de centro em proteinas contendo estes
centros. Os dados adquiridos para as proteinas simples são parti-
cularmente ateis no estudo de enzimas complexas, com mais de um
tipo de agregado. Na Tabela III.4 mostram-se as técnicas espec-
troscõpicas mais utilizadas que permitem uma identificação ine-
do agregado. Uma primeira indicação da presen~a destes
fi''''
pode ser obtida a partir da espectroscopia de vi~ivel e
ultravioleta: o aparecimento de uma banda mal definida com màximo
a cerca de 400 nm é tipico de proteinas com agregados Fe/S.
- Centros [2Fe-2S]: O espectro de visivel e ultravioleta
é caracteristico deste tipo de centro. As espectroscopias de
dicroismo circular (DC) e dicroismo circular magnético (DCM)
uma identificação destes centros. O sinal de RPE na
forma reduzida varia de axial a rômbico, com gm=1.94 e, em geral,
é observàvel a temperaturas até cerca de 77 K. No estado oxidado,
estes centros são silenciosos em RPE.
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TABELA 111.4: Identificacão de centros Fe/5
Centro
[2Fe-2S]
[3Fe-xS]
[4Fe-4S]
Adaptada Ref. (41)
Técnica espectroscopica
Ultravioleta/Visivel
RPE estado reduzido
DC e DCM
DCM
RPE estado nativo
RPE estado oxidado (HIPIP)
ou reduzido
Môssbauer
- Gentros [3Fe-xS] : O espectro de visivel e ultravioleta
é apenâ~ ligeiramente diferente dos espectros de centros [4Fe-
4S]. O espectro de dicroismo circular magnético é caracteristico,
em particular devido ao magnetismo do estado oxidado (5=1/2) e ao
estado de spin 5=2 no estado reduzido que pode ser deduzido a
partir de curvas de magnetização (42). O espectro de RPE no
estado oxidado é pràticamente isotrõpico, centrado a g=2,Ol, o
que pode dar uma identificação preliminar da presença deste tipo
3+/2+ .de agregado. Contudo, os centros [4Fe-4S] no estado oX1dado
dão também origem a sinais a g-2, pelo que a espectroscopia de
RPE não permite distinguir entre estes dois tipos de centro. A
observação recente de sinais a g=12 atribuidos a centros [3Fe-xS]
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A identificação inequivoca do tipo de centro tem sido
reduzidos podera vir a constituir um meio de identificação de
.a,gregados [3Fe-xS] (21). A espectroscopia de Mc;ssbauer tem-se
revelado como a técnica mais poderosa para a identificação destes
centros, particularmente devido as caracteristicas espectrais do
estado reduzido.
- [4Fe-4S] : O espectro de visivel e ultravioleta é também
pouco caracteristico. A espectroscopia de RPE tem constituido a
técnica bàsica para a identificação destes centros, a partir da
observação dos espectros de RPE no estado reduzido [4Fe-4S]1+,
com gm~1,94 Contudo, como referido anteriormente, a observação
recente de estados de spin destes agregados com S>1/2 pode difi-
cultar ou mesmo impedir a deteção de sinais de RPE destes cen-
tros. A distinção por espectroscopia de RPE entre centros [2Fe-
2S] e [4Fe-4S] no estado reduzido tem-se baseado essencialmente
nas suas propriedades de relaxação. Os centros do tipo HIPIP
podem ser identificados a partir da detecção de sinais de RPE no
estado oxidado, embora seja necessària uma comprovação inequívoca
pela espectroscopia de Mõssbauer, que constitui a principal téc-
nica para a identificação de centros Fe/S.
Outras caracteristicas fisico-quimicas têm sido utilizadas
para a identificação de centros Fe/S, nomeadamente as reacções de
extrusão, referidas na alinea anterior e, nomeadamente na distin-
9ão entre centros [3Fe-xS] e [4Fe-4S]3+/2+, a determinação de
potenciais redox: os centros [3Fe-xS] para os quais até agora têm
sido efectuadas estas medidas apresentam potenciais de redução
negativos, enquanto os centros do tipo HIPIP apresentam poten-
ciais positivos.
geralmente conseguida pela combinação de varias técnicas espec-
troscópicas, com particular relevo para as espectroscopias de
Mossbauer e RPE. E também fundamental a correlação das intensi-
dades dos espectros obtidos com os resultados de análise qu1mica.
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CA~TULO .IV:
A.QTIVA~O DE H~Rº~NIO
~I.a.A H~B.QGEMASE
A hidrogenase é uma enzima que apresenta caracteristicas
bastante diversificadas, conforme o organismo de que é isolada.
Contudo, os resultados obtidos para as hidrogenases do tipo
[NiFe], nomeadamente as isoladas de bactérias redutoras de sulfa-
to, mas também as de outros tipos de organismos (por exemplo
metanogénicos, fotossintéticos e facultativos), revelam uma certa
uniformidade de caracteristicas, em particular no que se refere
aos estados reduzidos, que traduzem provavelmente os estados em
que a enzima funciona in vivo. O esquema geral que tem sido
proposto para o ciclo catalitico (1), sem atender á fun~ão de
cada centro enzimático, pode resumir-se nos seguintes passos:
3-Protona~ão, seguida de
evolução de H2
OX.ll2AÇAO DE. ªg
1-Complexação de H2
E + H2 -EH2
2-Dissociação dos protões
EH2 - E
2- + 2 H+
3-Transferência electrónica
de E para um transportador
endógeno ou exogeno
E2- + 2 C ---. E + 2C d
ox re
!:ROIlllQAQ ~ H~
1-Protona~ão de E
E + H+ - EH+
2-Transferência
electrónica para E
EH+ + 2Cr e d - EH
- +EH + H ~ E + H2
+ 2C
ox
(E-enzima; C-transportador de carga exógeno ou endogeno)
Para uma compreensão do mecanismo em termos moleculares é
necessário identificar os diversos intermediários do processo, o
que constituiu um dos objectivos principais deste trabalho. Os
dados obtidos, apresentados nos capitulos seguintes, foram compa-
rados com dados relevantes de outros autores de modo a correla-
cionar os estudos espectroscópicos (RPE, M6ssbauer) e as determi-
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nações de potenciais redox com os estudos de actividade cataliti-
ca, delineando-se um esquema catalitico que evidencia a função
dos diversos centros metálicos da enzima e as transformações Por
eles sofridas durante o ciclo catalitico de produção ou consumo
de hidrogénio. Assim, serão agora apresentados os dados conside-
rados mais relevantes para a interpretação dos resultados obti-
dos na caracterização físico-química das hidrogenases e que per-
mitirão enquadrar as diversas experiências efectuadas no referido
objectivo.
A actividade da enzima hidrogenase pode ser determinada
por diversos processos (ver Apêndice):
-Prod~ão gª~, na presença de um doador de electrões
2 H+ + 2 e- • H2Hase
-ConsumQ de~, na presença de um aceitante de electrões
+ -
----, 2H +2e
Hase
-~rmutª D2~ QY H~Lº±, na ausência de qualquer transportador de
electrões (balanço electrónico nulo)
------.~ H2 + D20Hase
-f..§rmutª de hi,gro~niQ ortoL.12arª, também na ausência de qualquer
transportador de electrões (balanço electrónico nulo)
• H2 (p)Hase
Estas reacções têm sido utilizadas para elucidar o meca-
nismo de funcionamento da enzima, como se verá de seguida.
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IV. 1-AQ.:tiYãÇ~ .Qª mQ~culg .Q~ ª2
O primeiro passo do ciclo catalitico de consumo de hi-
drogênio pela hidrogenase é a activação da molécula de hi-
drogênio. Assim, serão discutidos brevemente os modos de activa-
ção de H2 por iões de metais de transição e, em seguida, apresen-
tar-se-ão os dados de que se dispõe em relação â enzima hidroge-
nase.
As reacções de hidrogenação de hidrocarbonetos insaturados
são frequentemente catalisadas por complexos de iões de metais de
transição (1-5). Tem sido proposto que a espécie cataliticamente
activa é, em geral, um complexo hidreto, embora raras vezes
tenham sido isolados estes intermediârios. A evidência experimen-
tal que suporta esta hipótese é, pois, indirecta, resultando
essencialmente de estudos cinéticos e do mecanismo das reacções
envolvidas. Estes dados têm sido também usados para a determina-
ção do modo de activação de hidrogénio nos passos iniciais da
reacção. Esta activação pode ocorrer por três processos (3-5):
- adição oxidativa;
Mn + H ---- Mn+2 H2 2
- cisão homolitica;
2 Mn + H2 ---- 2 M
n+
1 H
- cisão heterolitica
Usando a descrição formal da ligação M-H, que considera o
ligando hidreto como uma espécie ani6nica (H-), tanto a adição
oxidativa como a cisão homolitica envolvem uma oxidação do ião
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metàlico. Apenas na cisão heterolitica se mantém o estado de
oxidação do metal.
Considerando os calores de hidratação molares para o pro-
tão, o hidreto e o hidrogénio molecular e atómico, os valores do
potencial de ionização e da afinidade electrónica do Atomo de
hidrogénio e a energia de dissociação da ligação H-H, obtêm-se
(4) valores de 100 kcal mol- 1 para a cisão homolitica
H2 - 2 H'
e de 37 kcalmol- 1 para a cisão heterolitica
- +H2-H + H
Estes resultados parecem apontar para uma preferência, em
termos termodinâmicos, pela cisão heterolitica. Contudo, a na-
tureza do centro metálico que interactua com H2 é determinante
para o mecanismo que, de facto, ocorre.
Ambos os tipos de cisão podem ocorrer por formação prévia
de uma espécie dihidreto mas, cineticamente, não é possivel fazer
uma distinção em relação ao passo concertado. A cisão heteroliti-
Mn +1 . - h lit' .~ d- . Mn+1H dca por e a cas ao omo aca por J."l ao or~gem a .., sen o
assim dificil identificar o percursor. Esta distinção so é possi-
vel se forem conhecidos os estados de oxidação das espécies
activas.
Qualquer dos modos de activação requer a existência de um
sitio de coordenação livre no metal ou a sua criação por disso-
ciação de um ligando. Efeitos de solvatação e de força iónica
podem também fazer variar a natureza da ruptura da ligação H-H;
por exemplo, no caso da cisão heterolitica o solvente pode actuar
como um base ligando-se ao protão ou estabilizar o estado de
transição que envolve separacão de cargas.
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V.l.l.l-Adição oxidativa
Para que ocorra este tipo de adição é necessária a exis-
de dois sitios de coordenação vagos e, devido á oxidação
do metal, deve existir um estado de oxidação estável duas uni-
ti"'. .dades ma~s elevado.
baixos e em centros metálicos com basicidade elevada. Esta
Assim, este processo é mais favorável em estados de oxida-
série de transição. Os ligandos que aumentam a densidade elec-
H
H<, ~n+2
+ H2 ---
desce uma triade, e da direita para a esquerda ao longo de uma
caracteristica aumenta, para uma dada configuração d, quando se
ção de um dihidreto octaédrico, uma geometria favorável para iões
d 6.
~rónica no metal favorecem este tipo de reacção, que é comum em
complexos quadrangulares planos de iões d8 , resultando na forma-
A adição oxidativa é pouco frequente em metais do grupo
VIII (Ni,Pt e Pd), devido á sua fraca tendência para formar
complexos com nümeros de coordenação elevados e á instabilidade
dos estados de oxidação superiores a +2 . Assim, de entre os iões
N; 2+ , Pd2+ e Pt2+, t '~l' A'd t d~ apenas para es e ~ t~mo tem s~ o encon ra as
reacções de adição oxidativa de H2.
IV.1.1.2-Cisão homolitica
Esta cisão pode ocorrer a partir da reacção da molécula de
hidrogénio com complexos diméricos ou com dois complexos
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idênticos
+
~-2 Mn (.H)
--0+--_ 2 Mn- 1 (H)
'-- 2 Mn+~ (:H)
A formulação correcta dos produtos depende da poSi9ão do
electrão originalmente associado ao Atomo de hidrogénio. Alguns
hidretos, como MnHC05 ,
3-CoHC04 e CoHCNS ' actuam como catalisa-
dores de reacções de hidrogena9ão que envolvem intermediàrios
radicalares, o que significa que nestes casos o ião hidreto e
melhor descrito como um àtomo de hidrogénio estabilizado (M-H·).
Em outros casos, a adição de H2 tem sido considerada redutiva.
Contudo, a característica fundamental para a ocorrência da cisão
homolítica parece ser a existência de dois estados de oxida9ão
IV.l.l.3-Cisão heterolitica
estàveis separados apenas de uma unidade, o que sugere a manuten-
ção do formalismo do ligando hidreto como H .
pelo que é necessAria a sua estabiliza9ão
Este tipo de cisão leva A forma~ão de um complexo monohi-
dreto e de um protão,
por uma base, que pode ser externa:
- +M + H2 + B - MH + H -B
ou interna, isto é, um ligando do metal M:
-C M-H~M-H
Ocorre geralmente quando não hA estados de oxida9ão supe-
riores elevados, estàveis.
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Uma cisão heterolitica efectiva pode resultar de uma adi-
ção oxidativa de H2 seguida de eliminação redutiva de HX
ou de desprotonação do dihidreto por uma base. Assim, quando se
postula este mecanismo, é possivel que de facto envolva passos
iniciais de adição-eliminação.
Este tipo de cisão tem sido proposto para um numero res-
trito de sistemas iões Ru3+, Rh3+, Sr3+, Pd2+, Pt2+, Cu+, Cu2+,
2+e Hg (3,4) , para além da enzima hidrogenase e do sistema
modelo desta enzima, jà referido, Pd-Salen (21).
As reacções de permuta isotópica hidrogénio/deutério ou de
hidrogénio (orto) / hidrogénio (para) são reacções de balanço
electrónico nulo, constituindo um meio de estudar especificamente
o centro enzimàtico responsàvel pela activação da molécula de
hidrogénio. Estas reacções foram utilizadas por diversos autores
para a determinação do modo de activação de H2 pela hidrogenase.
IV. 1.2. l-Conversão de hidrogénio orto/para
Krasna e Rittenberg (6), usando células inteiras e
extractos brutos de Proteus vulgaris verificaram que em solução
aquosa a hidrogenase deste organismo catalisa a conversão de
hidrogénio orto em hidrogénio para, mas que em solução de D20 não
+
se dà a conversão, ocorrendo então a permuta H2/D :
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Hase
H2 (o) J H2 (p)H20
Hase
H2 (o) .. HD + D2D20
Este resultado foi interpretado como indicativo de uma
cisão heterolitica da molécula de hidrogenio
com formação de um complexo enzima-hidreto (E-H-) e de um protão,
possivelmente estabilizado por uma base na proximidade do centro
catalitico. A ausência de conversão H2(0)/H2(p) em D20 sugere que
um dos sitios de liga~ão dos átomos de hidrogénio permuta muito
mais rapidamente com a Agua que o outro. De facto, se a cisão
fosse homolitica, ambos os sitios de liga~ão seriam idênticos e,
assim, deveria ocorrer a conversão orto/para em ambos os solven-
teso
IV.l.2.2-Permuta de hidrogénio/deuterio
A hidrogenase catalisa as reacções de permuta isotopica
hidrogenases
(7-15) mostram que o produto da reacção que inicialmente se forma
em maior quantidade é a espécie intermédia HD. Este resultado tem
sido interpretado como uma evidência para a activa~ão de hi-
drogénio pelo modo heterolitico, em que, como já referido na
alinea anterior, um dos átomos de H (ou D) ligado á enzima per-
muta mais rapidamente com o solvente que o outro. A espécie de
permuta total, D2 ou H2, resultaria de uma segunda reac~ão de
permuta a partir de HD. Contudo, a concentração inicial daqueles
produtos não é nula e, conforme o organismo de onde é isolada a
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hidrogenase, têm sido obtidos diversos valores para a razão das
concentrações iniciais (ou velocidades iniciais de formação) dos
produtos de permuta D2/HD ou H2/HD (Tabela IV.1).
Tabela IV.1: Razões iniciais dos produtos de permuta isotopica
Organismo
Proteus vulgaris(a)
C.pasteurianum(a)
Scenedesmus(a)
D.vulgaris
(Myazaki)
D.gigas(b)
D.baculatu:..::(b)
membranar
periplàsmica
citoplàsmica
D.~/ulgaris(b)
(Hildenborough)
õ s s e l ex i çen» (b)
D.desulfuricans(b)
(ATCC 27774)
D.multispirans(b)n.sp.
i'1s.barkeri (b)
0,2
0,5
0,2
0,55
1,36
1,51
1,35
0,70
> 1
< 1
< 1
0,42
Ref.
11
11
11
10
13
13(c)
13
(c)
(c)
13
13
(a) Ensaios realizados com cêlulas inteiras ou extractos brutos
Os valores sublinhados foram calculados por extrapolaç~o para
concentraç~o de enzima nula
(b) Valores a pH=7,6
(c) Resultados apresentados neste trabalho, em colaboraç~o com
Y.Berlier, P.A.Lespinat, G.Fauque e J.LeGall
A presença de D2 na fase inicial da reacção tem sido
explicada por diversos mecanismos (8,10-12), mas mantendo sempre
a hipótese de cisão heterolitica.
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i) A espécie HD formada nos passos iniciaís reage novamente com a.
enzima antes de se libertar para a fase gasosa. Este processo
intermolecular seria limitado por difusão e a sua velocidade
dependeria da concentração da enzima. Yagi et aI (10), com a
hidrogenase de D.vuIgaris (estirpe Myazaki) e Tamiya et aI (11)
com extractos de Proteus vuIgaris e C.pasteurianum, verificaram
que a razão dos produtos primários da reac~ão (D2/HD) e função da
concentração da enzima, mas atinge uma valor limite, por extrapo-
lação para concentra~ão nula, diferente de zero (entre 0,2 e
0,4). Por exemplo, para Proteus vuIgaris, a razão varia entre
0,17 e 0,6 e, para concentrações elevadas de células, praticamen-
te só se detecta a presença de D2 na fase gasosa. Assim, estes
resultados são compativeis com esta primeira explica~ão e estão
de acordo com as observações de Halpern et aI (16) para o sistema
catalítico de cloreto de ruténio (ver capitulo II), mas não
permitem explicar o valor da razão limite.
ii) Outro processo que tem sido evocado consiste no que se de-
signou por Efeito de Gaiola (OlCage Effect Ol) - a molécula de BD
seria retida no interior da própria enzima, sofrendo uma segunda
reacção de permuta antes de se libertar para a solu~ão.
iii) A terceira hipótese pressupõe que ambos os sitios proteicos
aceitadores do protão e do ião hidreto podem permutar com o
solvente, independentemente, levando assim á forma~ão de HD e D2·
A quantidade de cada produto dependeria das velocidades relativas
de permuta. De acordo com este mecanismo, a razão dos produtos
deveria variar com o pH da solução, o que de facto se observa a
partir dos resultados de Tamyia et aI (11), Arp et aI (12) e
Lespinat et aI (13) (Figura IV.!). Este resultado são concordan-
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~i'it e s com os obtidos para os sistemas modelo de ruténio e palàdio
v'1ver capitulo II).
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Figura IV.l: Dependência da razão H2/HD com o pH
para a hidrogenase citoplàsmica de D.baculatus
Os três mecanismos apresentados permitem racionalizar os
f,resul tados obtidos e atribui -los a diferenças nos centros enzi-
~~àticos de liga9ão ao ião hidreto e ao protão (por exemplo,
'diferentes valores de pK
a). Neste contexto, é de referir que
~algumas das hidrogenases que apresentam razões superiores a 1
fehidrogenases de D.baculatus e D.salexigens) contêm selénio na
l(razão de 1: 1 com o niqueI (este trabalho, Capitulos VI e VII) .
~,(
r Outro dado relevante obtido por experiências de permuta
~,isotóPica é a dependência desta actividade com o pH: a actividade
~;,apresenta um màximo a valores de pH intermédios (Tabela IV. 2,
~Figura IV.2). Esta dependência tem sido explicada também com base
no mecanismo heterolitico, tal como se discutiu para o sistema
~odelo Pd-salen (capitulo II), sendo contudo de referir que em
'-ondi9ões extremas de pH pode ocorrer a deanat.uz-acão das enzimas:
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17,11
Ref
6,5-7
pH de actividade
màxima
Organismo
....... 75
Tabela IV.2: Dependência da actividade de
permuta isotópica com o pH
Proteus vulgaris
Figura IV.2: Dependência com o pH da actividade de permuta
isotópica da hidrogenase citoplàsmica de D.baculatus (13)
C. pe s t eur i ar/um 8,3 11
D.vulgari:.=:
(Hildenborough)
5,5 11
D.giga:.=:
D.baculatu:.=:
D.~'ulgari:.=:
(Hildenborough)
8
4
4,5
13
13
13
D.multi:.=:piran:.=: n.sp.
R.cap:.=:ulata
< 7
4
13
15
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da
do
cisão da
do protão
- a pH ácido, o passo limitante da reacção seria a
molécula de hidrogénio, pois o sitio de aceitação
estará protonado;
- a pH bàsico o passo limitante consiste na reformação
molécula de hidrogénio, uma vez que o sitio de aceitação
protão estará desprotonado.
Não se dispõe de dados que permitam atribuir a diferença
dos valores de pH a que se manifesta a actividade máxima de
permuta a características especificas dos centros cataliticos, em
particular á presença de selénio, pois apenas para as hidroge-
nases de D.baculatus são conhecidos estes valores.
IV.2-Activª-!KãQ gª hidrQ,genas~
Os estudos originais de Krasna, Rittenberg, Fischer e
colaboradores (6-8), com células inteiras ou extractos enzimàti-
cos brutos, mostraram que a actividade catalítica da hidrogenase
requeria um proces~o de activação, isto é, a actividade màxima se
era atingida ao fim de um certo intervalo de tempo ("lag phase"
ou "fase de espera"), variável conforme o organismo e o estado da
enzima. Este tempo de espera era maior nos extractos brutos que
nas células inteiras. Verificou-se também que a actividade e
inibida reversivelmente pelo oxigénio. A fase de espera pode ser
reduzida por diversos processos, químicos ou fisicos:
- adição de uma armadilha de oxigénio, como o sistema enzimàtico
glucose/glucose oxidase;
- remoção de oxigénio por incubação da amostra em meio
estritamente anaeróbico (azoto ou argon);
- adição de um redutor quimico, como o ditionito de sedio;
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- incubação das amostras sob hidrogénio.
Os dois primeiros processos permitem apenas diminuir o
tempo de espera, enquanto os dois ultimos possibilitam a sua
eliminação total. Estes resultados levaram os autores a sugerir
que a activação consiste em dois processos distintos. O primeiro
processo seria a remoção de oxigénio da amostra; o facto de este
processo poder ser eliminado por desoxigenação através de proces-
sos estritamente fisicos sugere que um dos factores responsavel
pela inactivação da hidrogenase pelo oxigénio se deve a reaccões
de oxigenação e não de oxidacão da enzima, devidos eventualmente
á formacão de complexos enzima/oxigénio. O segundo processo, que
é eliminado apenas em meio redutor (hidrogénio ou ditionito),
consistiria numa redução de centros enzimáticos.
Recentemente Y.Berlier (9), T.Lissolo (17) e R.Mege (18) e
colaboradores realizaram estudos semelhantes com amostras puras
da hidrogenase de Desulfovibrio gigas, que permitiram não só
confirmar os resultados originais obtidos a partir de células e
extractos brutos, mas também uma melhor compreensão dos processos
envolvidos.
Berlier et al (9) estudaram a actividade da hidrogenase de
D.gigas na reaccão de permuta D2/H+ Verificaram que a enzima
isolada requer activação e, analisando a influência de varios
agentes externos neste processo, concluiram que ele ocorre em
duas fases distintas (Figura IV.3):
- fa~ g~ es~ra, que consiste na eliminacão de oxigénio. Esta
fase pode ser acelerada na presença de concentracões crescentes
de citocromo c 3 tetrahémico de D.gigas, de ditionito de sódio ou
de armadilhas de oxigénio, (sistema glucose/glucose oxidase) ou
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ainda por incubação sob argon;
- fase ~~. ~du~Q, que consiste na redução da enzima sob hidroge-
nio ou por ditionito de sódio. A redução foi detectada por dimi-
nuição da absorvância no espectro de visivel da hidrogenase sob
hidrogénio, a 400 nm. A cinética desta segunda fase é independen-
te da presença ou ausência de citocromo,
A velocidade final da reacção de permuta é independente da
concentração de qualquer dos compostos externos (~itocromo c 3,
ditionito ou glucose/glucose oxidase). A separação entre as duas
fases de activação é tanto mais nitida quanto menos activa for a
preparação da enzima e verifica-se também que a segunda fase estã
sempre presente.
Tempo
~ ~5~
~
~
~
o
~
A
~
6
"NO
Figura IV.3: Activação da hidrogenase de D.gigàS na
reacção de permuta D2/H+ (9)
l-Linha de base
2-Na ausência de C3 e ditionito
3-Na presença de C3 (1 nM)
4-Na presença de C3 (10 nM)
5-Na presença de ditionito de sódio (27 uM)
Lissolo et aI (12) estudaram a activação da hidrogenase de
D.gigàS para a reaccção de consumo de H2 na presença de benzil
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viologénio como aceitante de electrões. Detectaram novamente a
presença de uma fase de espera, com as caracteristicas jà atràs
enunciadas. A cinética de activação sob hidrogénio pode ser
separada em duas partes:
- uma fase mais longa, em que a actividade se mantém essencial-
mente constante;
- uma fase curta, em que a actividade aumenta exponencialmente.
Este fenómeno foi também observado para a hidrogenase de
D.desulfuricans (ATCC 27774), mas não para a hidrogenase de
D.vulgaris (Hildenborough).
Os autores verificaram igualmente que a activação é rever-
sivel: a hidrogenase é inactivada na presença de ar, mas mantém a
actividade quando mantida em meio anaeróbico. Por isso, conclui-
.
ram que a activação não pode ser atribuida à formação de um
complexo E-H2, que seria destruido na presença de azoto, pelo que
deve resultar de uma reacção redox, tal como foi observado por
espectroscopia de visivel por Berlier et aI (9) . Por este facto,
estudaram a influência do potencial redox na activação, realizan-
do experiências de activação sob diferentes pressões parciais de
-5hidrogénio (1 a 5x10 atm) correspondendo a uma variação de
potencial redox entre -450 e -320 mV, a pH=7,5 (Figura IV.4).
O valor màximo de actividade obtido após activação é
função do potencial redox, o que indica claramente que a activi-
dade é regulada por um processo redox. Ajustando uma curva de
Nernst para um processo monoelectrónico obtém-se para aquele
processo um potencial de -340 mV, a pH=7,5, dependente do pH,
decrescendo cerca de 60 mV por unidade de pH. Este potencial tem
um valor muito próximo do detectado para a formação de espécies
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paramagnéticas de niqueI observadas por espectroscopia de RPE em
diversas hidrog~nases [NiFeJ, sugerindo que estas espécies podem
representar intermediàrios do ciclo catalitico destas enzimas
(ver Capitulos Y-VII). Resultados semelhantes foram obtidos por
Fernandez et aI (18) para a actividade de produção de hidrogénio
pela hidrogenase de D,qiqas .
654
-33IiJ
-418 -378
48
2B
....,
88
E (mV) e -log(PH2)
Figura IV.4: Dependência da activação da hidrogenase
de D.qiqas sob H2 com o potencial redox, pH=8 (17)
R.Mege e C.Bourdillon (19) desenvolveram um método elec-
troquimico para a medição da actividade da hidrogenase. Utilizan-
do a hidrogenase de D.qiqas, este método permitiu estudar a
influência do potencial redox na actividade de consumo de H2,
após uma activação primária sob hidrogénio semelhante á descrita
anteriormente. Os autores verificaram que a actividade da enzima
e controlada anaerobicamente pelo potencial redox, num processo
monoelectrónico com um potencial formal de -210 mV dependente do
pH (decresce cerca de 60 mV por unidade de pH) (Figura IV.5).
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Figura IV.5: Actividade da hidrogenase de D.gigas
em função do potencial redox (19)
Este potencial redox tem um valor semelhante ao detectado
por titulação redox seguida por espectroscopia de RPE para as
hidrogenases de D.gigas (Capitulo V) e Ch.vinosum (20), associa-
do ao desaparecimento do sinal de RPE de niqueI presente no
estado nativo destas enzimas (Capitulo V).
Os estudos de actividade catalitica apresentados neste
capitulo referem-se a um nümero limitado e heterogéneo de orga-
nismos. Contudo, e como serà discutido detalhadamente no capitulo
X, parece haver uma certa uniformidade de caracteristicas fisico-
quimicas nas hidrogenases do tipo [NiFe] isoladas de organismos
redutores de sulfato. Este facto permite extrapolar os dados
obtidos para a hidrogenase de D.gigas, a enzima para a qual têm
sido realizados maior nümero de estudos e que poderà ser conside-
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rada como o protótipo deste grupo de enzimas, para as hidroge-
nases [NiFe]. Assim, poderão resumir-se os dados apresentados no
seguinte numero de pontos:
- a~ hidrogenases, em geral, não são activas no estado em que são
isoladas; é necessario a ocorrência de um processo de activação
bifàsico, consistindo numa primeira fase de desoxigenação da
enzima e numa segunda fase de redução de centros enzimàticos;
- a activação da enzima està associada a processos redox mono-
,
electrónicos, com E
o=
-220 mV e -350 mV (pH=8,5), ambos depen-
dentes do pH;
- a activação da molécula de H2 ocorre segundo um processo hete-
rolitico.
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CA~T.QL..Q V:
HIDROGENASE DE
~ª-º~Q..Y~~O g~A.§.
A hidrogenase de De:..=:ulfovibrio giga:..=: (NClB 9332) , uma
bactéria redutora de sulfato, foi caracterizada pela primeira vez
por Hatchikian et ai ( 1 ) . Bell e colaboradores (2 ) mostraram que
esta hidrogenase se encontra no espaço periplàsmico da célula, e
propuseram que esta localização representa uma adaptação especi-
fica de organismos anaeróbicos para o crescimento simbi6tico com
outros organismos deste tipo, nomeadamente metanogénicos, dotan-
do-os assim de uma maior versatilidade na adaptação ao meio
ambiente. Esta localização da hidrogenase é também pertinente
para a bioenergética de bactérias do genero De:..=:ulfovibrio (Capi-
tulo L) .
Baseados nos resultados de análise quimica e em experiên-
cias de extrusão dos centros enzimáticos, Hatchikian et aI (1)
propuseram que a hidrogenase de D,gigas contem três centros [4Fe-
4S]. Como se verá neste Capitulo, este resultado revelou-se
parcialmente incorrecto: a hidrogenase de D,giga:..=: contém apenas
dois centros [4Fe-4S] e um centro do tipo [3Fe-xS]. Além disso,
verificou-se também neste trabalho que esta enzima contem niqueI
(1 átomo-g de Ni por mole de enzima).
De entre as hidrogenases isoladas de bactérias do genero
De:..=:ulfovibrio, a hidrogenase de D~giga:..=: tem sido a mais extensi-
vamente estudada, tendo sido utilizada como protótipo das hidro-
genases [NiFeJ. Esta enzima é relativamente fácil de purificar,
obtendo-se elevados rendimentos de purificação, é estável, mesmo
na presença de oxigénio, e as caracteristicas dos centros enzi-
máticos envolvidos têm permitido a realização de estudos espec-
troscópicos detalhados, nomeadamente de espectroscopia de Resso-
nância Paramagnética Electrónica e de M6ssbauer. Em particular,
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estes estudos conduziram a uma caracterização detalhada dos cen-
tros activos no estado nativo e na presença de hidrogénio, o
substrato natural.
A hidrogenase de D~qiqas foi também isolada a partir de
células crescidas em meio enriquecido em isótopos de ferro (57 Fe)
e de níquel (61 Ni) com propriedades espectroscõpicas relevantes
(Mossbauer e RPE), que levaram á optimiza~ão da utiliza~ão destas
técnicas espectroscõpicas.
Ao longo deste trabalho a hidrogenase de DesulTovibrio
qlqas foi diversas vezes purificada. Tentou-se simplificar e
melhorar o processo de purificação anteriormente descrito na
literatura (1) de modo a diminuir o numero de passos do pro-
cesso de purificação e, assim, sujeitar a enzima ao menor numero
possível de manipulacões, com o objectivo de obter uma enzima com
maior grau de pureza, maior actividade especifica e aumentar a
rapidez e o rendimento do processo.
A localiza~ão periplasmàtica da hidrogenase de D.qiqas
permite utilizar um processo selectivo de extracção dos componen-
tes periplasmàticos sem ruptura das membranas celulares, conse-
guindo-se assim extractos enzimáticos contendo essencialmente
apenas estes componentes, o que resulta numa menor contaminação
da fracção activa e, por isso, numa simplifica~ão dos passos de
purificaçao.
ESgJJemª 1 (1)
O método inicial de purificacão é realizado anaerobicamen-
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te, sob atmosfera de azoto e em meio redutor ,por adição de
ditionito de sódio ás soluções tampão até uma concentracao final
de 1 mM, segundo o processo de Hatchikian et al (i).
As células são suspensas em TrisjHCl 50 mM, agitando-se
para homogeneizar a solução. A suspensão é centrifugada a 35.000
g durante 30 min, colectando-se a solução sobrenadante. A extrac-
ção é repetida uma vez e misturam-se ambas as soluções sobrena-
dantes. Esta mistura é novamente centrifugada a 120.000 g durante
2 horas e passada numa coluna de DEAE~52 equilibrada com Tris/HCl
50 mM. A coluna e então lavada com a mesma solução tampão. A
fracção de hidrogenase assim eluida é adsorvida numa coluna de
s11ica equilibrada com a mesma solução tampão, de modo a remover
o citocromo c 3. A hidrogenase é aplicada a outra coluna de DEAE-
52 equilibrada com Tris/HCl 20 mM. Após lavagem com aquela so-
lução tampão, aplica-se um gradiente descontinuo de Tris/HCl 50-
200 mM. A fracção obtida é aplicada a uma coluna de UltroGel AC44
equilibrada em Tris/HCl 20 mM. Separa-se assim a hidrogenase das
fracções citocr6micas. A fraccão contendo hidrogenase é aplicada
em seguida numa coluna de hidroxilapatite equilibrada com Tis/HCl
10 mM e eluida com um gradiente de fosfato 5-150 mM. A fracção de
hidrogenase obtida é passada novamente numa coluna de Sefacril
ou de Sephadex.
uma actividade
(Tabela V. 1) .
Obtém-se assim uma fracção de hidrogenase com
-1 -1
especifica de 90 pmol de H2 produzido.min .mg
Verificou-se que a hidrogenase no estado reduzido, obtida
pelo método anterior, é bastante mais sensivel ao oxigénio, sendo
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por isso menos estável. Assim, as purificacoes passaram a reali-
zar-se na ausência de ditionito de sódio. A purificacão é reali-
zada anaerobicamente, sob atmosfera de argon. As soluções tampão
são saturadas com este gàs e passa-se por cada coluna, antes de
a carregar. 100 mI de solução tampão contendo ditionito de sodio
1 mM. para remover traços de oxigénio, seguindo-se uma lavagem da
coluna com 100 mI de solução tampão desarejada. para remover o
ditionito da coluna.
As células depois de descongeladas são centrifugadas a
30.000 g durante 20 min, recolhendo-se a solução sobrenadante.
Lavam-se de seguida as células duas vezes com Tris/HCI 50 mM e
combinam-se todos as soluções sobrenadantes. Este extracto e
concentrado num Diaflo com uma membrana YM 30 e dialisado contra
Tris/HCI 5 mM. O extracto dialisado e então carregado numa coluna
de DEAE-Biogel A equilibrada em Tris/HCI 10 mM. A eluição efec-
tua-se com um gradiente continuo de Tris/HCI 10-250 mM (750 mI
de cada). A fracção contendo hidrogenase é aplicada a uma coluna
de hidroxilapatite equilibrada com Tris/HCI 150 mM As proteinas
são eluidas com um gradiente de tampão fosfato 10-250 mM (750
mI de cada). A fracção de hidrogenase é dialisada contra Tris/HCI
5 mM e carregada numa segunda coluna de DEAE-Biogel A, equilibra-
da em Tris/HCI 10 mM. A eluicão é efectuada com um gradiente
continuo de Tris/HCI 10-200 mM (750 mI de cada). Por este pro-
cesso, a partir de 280 g de células (peso humido) obtiveram-se
104 mg de hidrogenase pura com uma razão de absorvâncias
A400/A280 de 0,28 e uma actividade especifica de 90
produzido min-1.mg-1 (Tabela V.1).
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~mol H2
ESÇillª-IDª 2 (4)
Este processo foi utilizado pela primeira vez na purifi-
cação da hidrogenase de células crescidas em 61 Ni. Realizaram-se
os vàrios passos anaerobicamente como no Esgue~ 2. Imediatamente
após o crescimento das células (200 g) adicionaram-se 200 mI de
Tris/HCl 50 mM e congelou-se a mistura durante 48 h a -80 oCo
Depois do descongelamento, as células foram separadas por
centrifugação a 20.000 g. O extracto soluvel foi concentrado ate
150 mI num Diaflo com uma membrana YM 30 e dialisado contra 4 1
de Tris/HCl 10 mM. Este método de extração revelou-se extrema-
mente efectivo para as proteinas periplasmàticas, obtendo-se um
extracto com uma actividade especifica para a hidrogenase cerca
de dez vezes maior que nos esquemas anteriores (Tabela V.1). Este
extracto foi carregado numa coluna de DEAE-Biogel equilibrada em
Tris/HCl 10 mM. Após lavagem da coluna com a mesma solução tampão
efectuou-se um gradiente linear de Tris/HCl 10 mM-250 mM (lIde
cada). A frac9ão contendo hidrogenase, depois de centrifugada a
19.000 g durante 15 min, foi aplicada a uma coluna de hidroxila-
patite equilibrada em Tris/HCl 200 mM e eluida com um gradiente
continuo de tampão fosfato 10 mM-250 mM (750 mI de cada). Por
este processo obtiveram-se 70 mg de hidrogenase pura com activi-
dade especifica de 440 ~moles de H2 produzido.min-1.mg-1.
Os esquemas de purificação encontram-se resumidos na tabe-
la V.1. Verifica-se que não s6 se tem diminuido significativamen-
te o numero de passos do processo mas também que com o E~uema ~
se obtém uma hidrogenase com uma actividade especifica muito
superior. Contudo, qualquer destes esquemas s6 tem sido utilizado
quando se está interessado. especificamente na hidrogenase ou em
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proteinas periplasmàticas. Assim, foram realizadas outras purifi-
cações em que o extracto bruto total é obtido por ruptura das
células numa French Press. Este extracto, após adsorção em 5111c8
(processo em "batch"), um processo selectivo para retirar as
fracções citocr6micas, é aplicado a uma coluna de DEAE ou DEAE-
Biogel. Seguem-se depois os passos referidos no Esgyemª J: a
fraccão contendo hidrogenase, geralmente misturada com APS re-
ductase, é carregada numa nova coluna de DEAE-Biogel e, f1nal-
mente, numa coluna de hidroxilapatite.
TABELA V.1: Esquemas de purificação da Hidrogenase
de DesulTovibrio gigas
Esquema Fracção Actividade Recuperação Ref
Especifica Ca) %
1 Extracto 1,9 100 1
1-ª DEAE 3,7 94.8
S11ica .3,2 78.5
2'ª DEAE 9.2 72,5
1-ª Sefacril 23,4 52,9
HTP 66,2 49,4
2ª Sefacril 90,8 47,3
2- Extracto 1,49 100 3
1-ª DEAE 2,60 72
HTP 11,00 72
2ª DEAE 90,3 54
a Extracto 11, 2 100 4
DEAE-Biogel 114,3 72
HTP 440 56
- 0_- ..._,__ .._'_0'" . ~ _
(a) pmol 8 2 produzido/min.mg
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este processo tem sido obtidas fraccões de hidroge-
Verificou-se também ao longo deste trabalho não ser neces-
Dependendo das purificações, obtem-se neste passo uma
~idrogenase pura ou, caso contrario, repetem-se os nltimos dois
~assos. Por
~:{
~ase com actividades especificas da ordem de 300 ~mol H2 produzi-~' -1-1
l''(io. min . mg
~5: .
t~ "
~ârio realizar a purificacão em meio redutor, como inicialmente
'se pensava. De facto, como jà foi referido, a enzima é mais
'sensivel ao oxigénio no estado reduzido e, além disso, embora
'pelos processos actuais seja isolada num estado não activo, por
',' incubação sob hidrogénio ou na presença de armadilhas para o
~xigénio é possivel a sua reactivação (Capitulo IV).
A massa molecular da hidrogenase de Olqigas, determinada
por Hatchikian et ai por ultra centrifugação (1), é de 89,5 kDa.
Por electroforese em geis de poliacrilamida na presença de SDS e
mercaptoetanol estes autores estimaram também a massa molecular
das subunidades da hidrogenase : a enzima contém duas subunidades
não idênticas com massas moleculares de 62,0 e 26,0 kDa.
o conteudo em metais e em enxofre lAbil desta enzima tem
sido determinado por diversos processos (Tabela V.2).
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TABELA V.2: Conteudo em metais e S* da
hidrogenase de D~gigas (a)
Esquema de Fe
Purificação (b)
s* Ni Activ.
Especifica (e)
Ref
12
l1±l
12
0,7
0,9-1
90
90
440
1
3,5
4
ª Conteudo expresso em mole de metal por mole de enzima
º Metodos de d e t e r mt n a c a c : l.- Fe- Espectrometria de a b s o r c z o
atomica e metodo da o-fenantrolina; S~ - Metodo de Fogo e
Popowski e Suhara :~- Ni- Espectrometria de absorça'o atbmica
e de emissao de plasma:ª- Fe,Ni- Espectrometria de emissão
de plasma: g pmol H2 produzido/min.mg
E uma proteina contendo niqueI e ferro não hémico inserido
em centros ferro enxofre, nas seguintes concentrações ; 1 ãtomo-g
de Ni, 11-12 àtomo-g de Fe e 11-12 ãtomo-g de enxofre làbil S*. A
tabela V.2 permite verificar que o método de purificação mais
recente, além de levar á obtençao de uma enzima mais activa,
conduz também a uma enzima com um teor em niqueI mais elevado.
A hidrogenase de D.gigas no estado nativo (como isolada)
apresenta um espectro de visivel e ultra-violeta tipico de pro-
teinas com centros ferro-enxofre, com uma banda alargada a 400
nm, um ombro mal definido a 325 nm e uma banda a 280 nm (Figura
V.1) Os coeficientes de absortividade molar são iguais a 46,5
-1 -1(400 nm) e 170 (280 nm) mM .cm (1). A razão de absorvâncias
A400/A280 e de 0,27. Por redução sob hidrogénio a absorvância a
400 nm decresce de 30 %, enquanto por adição de ditionito de
sódio se observa um decréscimo de 40 % (Figura V.1).
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Figura V.l- Espectro de visivel e ultravioleta da
hidrogenase nativa de D.glgas, nativa (---) e
reduzida com ditionito de sódio (------)
A hidrogenase de D.gigas, no estado nativo, apresenta os
sinais de RPE mostrados na figura V.2. A temperaturas inferiores
a 30 K o espectro é dominado por um intenso sinal isotr6pico a g~
2, que se sobrepõe a um sinal rômbico que se encontra saturado
com a potencia de microondas nestas condicões. A temperaturas
elevadas (superiores a 70 K) o espectro mostra apenas o sinal
rômbico, estando o sinal l~0tr6pico completamente alargado devido
ao aumento da velocidade de relaxação com a temperatura. Observa-
se ainda em ambos os espectros uma componente rómbica de mais
fraca intensidade, com valores de g a 2,33 , 2,16 e 2,0.
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Figura V.2- E5pectro5 de RPE da hidrogenase de D.gigas
no estado nativo
A- Temperatura : 8 K; B- Tempera~ura : 77 K
Amplitude de modulação: 0,5 mT e 0,005 mT (i)
Potência de microonda5 : 2 mW
Frequência: 9,34 GHz
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V.3.1-IdentiticacãQ. do .âinal 1sotrQ:QicQ. J2Q~ ESJ2.§ctroscQJ2ia ,dê.
RP:Jk S<. M6ssbauet:.
o sinal a g=2,02, detectado a temperaturas inferiores a
30 K corresponde a 0,89 - 1 spin/mole enzima. E um sinal pratica-
mente isotrópico, com valores de g a 2,02 , 2,00 e 1,99. O sinal
de RPE da enzima isolada de células crescidas em meio enriquecido
em 57Fe (1=1/2) é alargado (largura de linha de 2,4 mT, comparada
com a largura de 2,1 mT para a enzima em abundância natural de
(Figura V.3), o que demonstra inequivocamente que o sinal
tem origem num centro contendo ferro. Pelas suas caracteristicas
espectrais pode resultar de um centro [4Fe-4S]3+ ou de um centro
[3Fe-xS] . Contudo, o valor do potencial de redução deste centro
ox
(-70 mV, ver adiante) é compativel com a segunda possibilidade.
Na figura V.3 mostra-se também o espectro de RPE do centro [3Fe-
xS] da Fd II nativa de Dlqigas. Este sinal é bastante menos
ox
isotrópico, sugerindo ligeiras diferenças estruturais ou de coor-
denação entre os centros [3Fe-xS] destas proteinas.
TABELA V.3: Caracteristicas dos sinais de RPE
isotrópicos de Fd II e da Hidrogenase de D,gigas
Parâmetro FdII Hidrogenase
Largura de linha 1,5 3,5 8,0 2.1
(m T) (largura total)
Valor de g 2,02 2,00 1. 97 2,02 2,00 1,99
Referência 5 este trabalho
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Figura V.3: Espectros de RPE do sinal isotr6pico da
hidrogenase e da Fd II de D.gigas
A- Hidrogenase enriquecida em 57Fe
B- Hidrogenase em abundância natural de 57Fe
c- Fd II, em abundância natural de 57Fe
Temperatura : 8 K; Amplitude de modulação: 1 mT;
Potência de microondas: 2 mW; Frequência: 9,41 GHz
o espectro de Mõssbauer da enzima no estado nativo, isola-
da de células crescidas em abundância natural de 57 Fe, obtido a
4,2 K e na presença de um campo paralelo de 50 roT contém duas
componentes espectrais: um intenso dobleto de quadrupolo (compO-
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nente A) e uma componente magnética (Componente B, Figura V.4). O
dobleto central corresponde a 70-80% da absorção total e 05 seus
parâmetros (desdobramento de quadrupolo de 1,05 mm/s e desvio
lsomérico de 0,42 rnm/s ) são t1picos de centros [4Fe-4S]2+ (7).
Uma análise detalhada deste espectro é impedida pela fraca reso-
lução obtida, mas, por comparação com o espectro de Môssbauer da
hidrogenase de D~desulfuricans (estirpe 27774), isolada de ce-
lulas crescidas em meio enriquecido em 57Fe (8), verifica-se que
ambos os sinais são sobrepon1veis.
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Figura V.4: Espectro de Môssbauer da hidrogenase de
D~qiqas no estado nativo em abundância natural de 51Fe.
Temperatura: 4,2 K; Campo magnético aplicado: 50 mT
paralelo á radiação y . Componentes espectrais indicados
pelos parêntesis
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o sinal da hidrogenase de D#desulTuricans foi analisado em
detalhe (8) concluindo-se que corresponde á presença de dOis
centros [4Fe-4S]2+ e de um centro [3Fe-xS]ox' Este resultado
permite concluir que a hidrogenase de D3giqas no estado nativo
contém também centros deste tipo.
Posteriormente isolou-se a hidrogenase de Dlqigas de cé-
I I 'd ' , 'd 57F (9)u as creSC1 as em me10 enr1quec1 o em e (enriquecimento
superior a 95 %). O espectro de M6ssbauer desta enzima traçado a
4,2 K na presença de um campo magnético de 50 mT aplicado parale-
lamente á radiação y encontra-se na figura V.5. Revelam-se clara-
mente duas subcomponentes espectrais: uma componente magnética
entre -2,5 mm/s e +3 mm/s e um dobleto de quadrupolo central, com
parâmetros ~EQ=l,05 mm/s e 8=0,42 mm/s, caracteristicos de cen-
2+ .tros [4Fe-4S] . Este dobleto representa cerca de 70% da absorção
total o que, de acordo com o contendo em ferro da proteina (11-12
moles de ferro por mole de enzima), indica a presença de dois
centros [4Fe-4S]2+ por molécula de enzima.
O padrão de absorção da componente magnética depende for-
temente da direcção do campo aplicado, pelo que esta componente
deve estar associada a um espectro de RPE intenso (sinal a
g=2,02). O espectro de diferença dos sinais registados a campo
paralelo (Figura V.5-A) e perpendicular (Figura V.5-B) á radiacão
Y mostra dois pares de transições com ~m=O, indicando que pelo
menos dois iões ferro estão associados á componente magnética. O
dobleto de quadrupolo é cancelado, de acordo com o seu diamagne-
tismo, isto é, o espectro desta componente é independente da
direcção do campo aplicado.
186
...'J"
'" o A
.r-::r,
c:
4
r.
6
. .
8 , ,
','
-
.'~
"
- O ..
-< Bl>
I-l
e.. ?
-<I..::l
~
~ 4 (\I
t,) . .
~ . ,
ti) 6~
-< \,'
.
8 "~
c
u
-'-4 -2 o 2 4
VELOCIDADE (mm/s)
Figura V.5- Espectro de Mos3bauer da hidrogenase
de D.gigas enriquecida em 57Fe (9)
Temperatura: 4,2 K, Campo aplicado: 50 mT,
paralelo (A) e perpendicular (B) á radiaçãoy
C-Espectro de diferença A-B. Linhas a cheio:
espectros simulados (27 % da absorção total)
Os parêntesis indicam as transições com ~m=O
associadas ao centro [3Fe-xS]
187
As caracteristicas da componente magnética, em conjunto
com o desdobramento magnético total de cerca de 5,5 mm/s e Com a
existencia do sinal de RPE isotr6pico a g=2,02 permitem atribuir
este sinal de RPE e o espectro de M6ssbauer magnético á preSen-
ça de um centro [3Fe-xS] .
ox
A temperaturas superiores a 20 K a
relaxação electr6nica deste centro é rápida, pelo que a componen-
te magnética colapsa num dobleto de quadropolo com parâmetros
~EQ=0,7 mm/s e 8=0,36 mmjs tipicos de Fe(III) de spin elevado,
coordenado essencialmente a átomos de enxofre numa geometria
tetraédrica. E necessário postular a presen~a de um terceiro ião
ferro, pois dois iões Fe(III) com S=1/2 não podem acoplar de modo
a resultar um sistema com S=1/2. A componente espectral deste
terceiro ião encontra-se sob o intenso dobleto de quadrupolo que
domina o espectro. Pode assim dizer-se que o centro [3Fe-xS] da
hidrogenase de Dwgiqas é semelhante aos centros [3Fe-xS] presen-
tes na Fd II de Dwqiqas (6) e na Fd I de Awvinelandii (10), isto
é, consiste em três iões férricos de spin elevado acoplados, re-
sultando um sistema com spin total S=1/2. Contudo, e de acordo
com o que se verifica por espectroscopia de RPE, o desvio i-
somérico para a hidrogenase é bastante superior, o que pode
indicar que a coordenação dos iões férricos pode ser diferente
nestes centros, eventualmente contendo ligandos azotados ou oxi-
genados. E de referir ainda que o desvio isomérico obtido para o
centro [3Fe-xS] da hidrogenase de D;desulfuricans (estirpe 27774)
é também de 0,36 mm/s (8), sugerindo uma semelhan~a dos centros
[3Fe-xS] 'de ambas as hidrogenases (Tabela V.4).
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TABELA V.4: Paràmetros de Mossbauer para os centros
[3Fe-xS]ox das hidrogenases de Dzgigas e
D~desulfuricans e da Fd II de D~gigas
Enzima 8 (mmz s ) L1EQ (mm/s) Ref.
Fd II 0,27 0,54 6
Hidrogenase 0,36 0,70 7,9
D.giga:..=:
Hidrogenase 0,36 0,70 8
Dzdesulfuricans
(27774)
A componente magnética do sinal de M6ssbauer pode ser
-{',
'Simulada com uma intensidade igual a 27% da absorção total,
6oncluindo-se que a hidrogenase no estado nativo contém um centro
3Fe-xS] oxidado.
V.3.2-1dentifi.ç~ãolneg,yiYocª do ..§inal .b:6mbico '- Substituição
isotQ..l2icª J2.Q~ 6.1~U::. ~ estudo§. I?.Q~ RP~
o sinalrômbico detectado para a hidrogenase de Dzgiga:..=: a
temperaturas elevadas tem valores de g a 2,31, 2,23 e 2,02,
tendo sido designado por Qinal-Ni a. Em algumas preparações da
enzima observa-se ainda uma componente de menor intensidade, com
valores de g a 2,33, 2,16 e ~2 (Sinal-Ni B) (Figura V.6). Por
integração destes sinais obtem-se, conforme as prepara9ões, 0,3 a
0,9 spin/moi de enzima.
Estes sinais são idênticos ao observado por Lancaster em
membranas de Hbzbryanti (11,12), reunindo uma série de caracte-
risticas que não permitem atribui-los a iões metálicos geralmente
encontrados em sistemas biológicos: todos os valores de g são
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superiores a 2, os sinais apresentam relaxação lenta e não se
observa estrutura hiperfina. Assim, excluem-se o Fe, Mo, Co e Cu,
de entre aqueles ioe3 de metais de transicão que podem dar origem
a sinais de RPE, o que levou Lancaster, por comparação com
compostos inorgánicos de niqueI, mencionados no Capitulo II, a
atribuir o sinal rômbico a um ião Ni(III) de spin baixo (5=1/2),
coordenado numa geometria octaédrica com distorção tetragonal.
Ni-A
2.31
I
2.23
I
2.02
2:16
I
2.33
Ni- B 1 -+- ---.
CAMPO HAGNETICO -
Figura V.6: Sinais de RPE de diferentes preparacões
da hidrogenase de D.gigas
Temperatura: 77 K; Amplitude de modulação :1 mT
Poténcia de microondas: 2 mW; Frequência: 9.28 GHz
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A identificacão inequivoca destes sinais conseguiu-se por
crescidasobtenção de hidrogenase purificada a partir de células
em meio enriquecido em 61 Ni (4), um isótopo de niqueI com um
momento magnético de spin nuclear I=3/2. O sinal de RPE desta
enzima no estado nativo (Figura V.7) apresenta um alargamento
significativo a g=2,31 ( 2,6 mT, comparado com 1,6 mT para a
amostra não enriquecida) e estrutura hiperfina resolvida a g=2,23
e g=2,02 .
Na região de g=2 observam-se quatro linhas igualmente
espaçadas, estando as duas linhas exteriores separadas por 8 mT.
O sinal centrado a g = 2,02 resulta de enzima não enriquecida.
Estas caracteristicas a g=2,02 permitem estimar um enriqueci-
mento isotópico da ordem de 60 % (4).
A amostra de hidrogenase enriquecida em 61 Ni tem uma
percentagem muito baixa da componente a g=2,33. No entanto, por
ciclos de redução sob H2 seguida de reoxidação anaeróbica desta
hidrogenase na presença de citocromo c 3 tetrahémico de D,gigas
(ver adiante) obteve-se uma amostra no estado oxidado que apre-
senta apenas um sinal de RPE com valores de g a 2,33, 2,16 e
2,02 onde se observa um alargamento a gx e estrutura hiperfina a
gy e gz (Figura V.8), o que permite também atribuir inequivoca-
mente o sinal a g=2,33 a um centro de niqueI paramagnético. Os
valores das constantes hiperfinas determinadas a partir destes
espectros e por simulação espectral (ver Apêndice) apresentam-se
na Tabela· V.5.
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2.02
I
8 mT
Figura V.7- Sinais de RPE da hidrogenase de D.qiqas
nativa em abundància natural de 81Ni (A) e
enriquecida em 81Ni (B)
Temperatura: 100 K; Potência de microondas: 0,63 (A) e
6,3(B) mW ; Modulação: 0,4 mT; Frequência: 9,256 GHz
E ainda de referir que a integração destes sinais de
niqueI corresponde, em algumas amostras, a valores inferiores á
quantidade de niqueI detectado quimicamente, indicando que em
algumas preparações da enzima parte do niqueI presente na hidro-
genase no estado nativo se encontra numa forma 3ilenciosa em RPE.
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Figura V.8: Sinais de RPE da Hidrogenase de D.gigas
após ciclos de redução/reoxidação
A- Hidrogenase não enriquecida em 61Ni;
B- Hidrogenase enriquecida em 61Ni
Outras condições como na Fig. V.6
V.3.2.1-Simulação do sinal de RPE de niqueI Mi-a
tli-A foi simulado (ver Apêndice), de modo a
determinar mais correctamente os parâmetros espectrais. Os espec-
tros simulados são comparados com os experimentais na figura V.9.
Os parâmetros utilizados encontram-se na tabela V.5.
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Figura V.9: Sinal de RPE de niqueI lii-A da hidrogenase de D.gigas
A,B- Abundância natural de 61Ni; C,D- Enriquecida em 61Ni;
A,C-Sinal real; B,D-sinal simulado. Parâmetros de simulacão
indicados na tabela V.5. Temperatura: 77 K; Potência: 2 mW;
Frequência: 9,28 GHz (A,B) e 9,26 GHz (C,D); Modulação: 1 mT
TABELA V.5: Parâmetros de acoplamento hiperfino
nos sinais de Ni da hidrogenase de D.gigas
Sinal
(valor de g)
Largura de linha (a)
W W W A Ay y Az z (a)xx yy zz xx
Q1~1 M1=A (b) 2,31 2.23 2.02
Abundância natural 61Ni
Enriquecida em 81Ni
1,6
1,6
1, 47
1, 47
1,2
1,2 7,5 15 26
Q1nal H1=5 2.33 2.16 2.02
Abundância natural 61Ni
Enriquecida em 81Ni
1,9
3,1
1,5 2,7
2,5 10,3 15 26
(a) valores em mT; (b) Valores determinados por simulaçllo
V.3.2.2-Relaxação dos sinais de RPEde niqueI
Foram realizados alguns estudos de modo a caracterizar a
relaxação dos sinais de Nig~l A e ~.
- Variacão com a temperatura -
Na figura V.lO mostra-se a variação da intensidade do
~nal Ni=A com a temperatura, entre 4 e 77 K. Verifica-se que a
temperatura óptima de detecção deste sinal se encontra entre 35 e
70 K.
82.5
27.5
o • • x
806040
T • K
20
o+------..-------.---------.,-------'-j
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Figura V.IO : Variacão da intensidade do ~in~ ~i-A
com a temperatura
( O) g=2. 31 ; (X) g=2. 23. Potência de microondas: 2 mW
Ao valor de potência de microondas utilizado (2 mW) o
sinal encontra-se saturado a baixas temperaturas; a temperaturas
superiores a 77 K começa a observar-se um ligeiro alargamento das
linhas do sinal. devido ao aumento da velocidade de relaxação. Os
dados indicam que a espécie de niqueI associada a este sinal tem
um comportamento de relaxação lenta .
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- Variacão com a potência de microondas-
A variação da intensidade dos sinais de N~a e Ni=B com
potencia da radiacão de microondas a vArias temperaturas encon-
tra-se na figura V.ll.
•
o 0.5 1.0 1.5 2.0 LO~OP
Figura V.l1- Variação da intensidade dos sinais de RPE
Ni~A (A-C) e Ni-a (D-E) com a potência de microondas
Temperatura: A-77 K; B-29 K; C-lO K; D-29 K; E-lO K
Curvas a cheio tracadas com os parâmetros indicados
na Tabela V.6
( • ) g= 2 ,31 ; (O) g= 2 , 23 ; (O) g= 2 , 33 ; (.) g= 2 , 16
Os dados experimentais foram ajustados a curvas teóricas
com a equação seguinte (11)
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S/ JP = 1/(1+P/Pl/2) b/2
onde â é a intensidade do sinal, f a potência da radiação de
microondas, PIL2 a potência de meia saturação e º o parâmetro de
não homogeneidade (ver Apéndice). Os valores de PI/2 obtidos
apresentam-se na tabela V.6.
TABELA V.6: Potência de meia-saturação dos
sinais .Mi-A e Hi-ª
Sinal T (k) P1/ 2 (mW)
10 20
29 29
77 61
10 23
29 33
Valores obtidos por regress~o quadr~tica,
para valores de b=1,4± 0,1
Verifica-se que os sinais de RPE Ni=A e Ni-ª apresentam
uma relaxação semelhante ás temperaturas estudadas.
V.4-Estado.§. i.ntermediàtios .9ª, reducão ~rado.§. sOQ
HidrQ,génio .Qy. ditiQ..nitQ. de ~6dio
A enzima hidrogenase estA envolvida em reacções de
transferência electrónica, sendo de esperar que os centros metà-
licos da enzima sofram transformações redox durante o ciclo
catalitico. Assim, através das espectroscopias de RPE e de
M6ssbauer estudou-se o comportamento desses centros na presença
do substrato natural -H2- ou de um redutor quimico -ditionito de
sódio.
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V.4.1-EvQJ.1lÇão gos fJ1. nai~ de ;&E -ª 11 Ii na E!:.J2sen.çª di;: H~
Na figura V.12 apresenta-se a evolução dos sinais de RPE
da hidrogenase de Dlgigas a 77 K ap6s tempos crescentes de in-
cubação sob hidrogénio. A esta temperatura apenas os sinais de
niqueI são detectáveis, estando os sinais de centros ferro-
enxofre completamente alargados devido á diminuição dos tempos de
relaxação com a temperatura. Ocorrem uma série de transformações
no espectro: os sinais presentes no estado nativo desaparecem,
atingindo-se um estado praticamente silencioso em RPE, com um
fraco sinal isotrõpico a g=2,0 (Figura V.12-B); o desaparecimento
deste sinal é acompanhado pelo desenvolvimento de um novo sinal
rõmbico (~inal-Ni Ç), com valores de g a 2,19, 2,14 e 2,02
(Figura V.12-C-E). Este sinal passa por um máximo de intensidade
e, ao fim de tempos de incubação longos sob hidrogénio, atinge-se
novamente um estado de RPE praticamente silencioso a esta tempe-
ratura (Figura V.12-E).
Deve referir-se que esta experiência de incubação sob
hidrogénio, bem como as que serão referidas neste capitulo mais
adiante, foram realizadas sem se efectuar um controlo rigoroso
dos tempos de incubação. Devido ao modo experimental como estas
experiências foram realizadas e â verificação de que os tempos
necessários para se atingir diversos estados da enzima dependem
criticamente do estado da enzima e variam conforme a preparação,
não teria grande significado referir os intervalos de tempo
envolvidos nestes ensaios. Por exemplo, o sinal a g=2,19 pode ser
atingido em 1/2 h ou apenas ao fim de 24 h, conforme a preparação
usada; além disso, ap6s activação da enzima, este mesmo estado
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pode ser atingido em poucos minutos (ver adiante ciclos de acti-
vacão ) .
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Figura V.12- Espectros de RPE da Hidrogenase
de D.gigas sob H2A-Estado nativo ; B-E -Tempos de incubação
crescentes sob H2 . Temperatura : 77 K;
Frequência: 9.28 GHz; Amplitude de modu-
lação: 1 mT; Potência de microondas: 2 mW
Ganho variàvel
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A experiência referida na alinea anterior foi efectuada
também com hidrogenase enriquecida em 61 Ni. ° sinal intermediàrio
a g=2,19 (Figura V.13-B) apresenta as linhas a 2,19 e 2,14 alar-
gadas e observam-se quatro linhas de desdobramento hiperfino a
g=2,02. Este resultado permite identificar a espécie que origina
o sinal como um ião niqueI com spin 5=1/2 ( Ni(I) ou Ni(11I) ).
Por integração deste sinal nos pontos de intensidade màxima
obtém-se um valor de 0,4-0,6 spin/moI, correspondente a 40-60% do
niqueI detectado quimicamente. Contudo, o valor exacto de inten-
sidade màxima deste sinal não é ainda perfeitamente conhecido.
° sinsl Ni-C foi obtido em amostras de hidrogenase enri-
quecida em 57Fe, não se detectando qualquer alargamento das
larguras de linha deste sinal por interacção hiperfina com o
micleo de 57 Fe (1=1/2) (9).
TABELA V.7: Parâmetros de RPE do .Qinal ~i-Q
Valores de g- 2,19 2,14 2,02
Largura de linha(a)
1,7 1,6
Condições
W
xx
Abundância natural 61 Ni
H20 1,9
D20 1,65
Enriquecida 61 N· 2,1em ~
(H 2O)
( a) valores em mT
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Figura V.13- Sinal a g="2,19" da hidrogenase de D.giqas
reduzida sob hidrogénio
A-Abundância natural SlNi;
B-Enriquecida em SlNi;
Temperatura : 77 K; Potência de microondas: 2 mW
Frequência: 9,28 GHz; Modulação: 1 mT
Foram preparadas amostras da hidrogenase de D.gigas em D20,
reduzidas sob hidrogénio. Observou-se que as larguras de linha a
g=2,19 e a g=2,14 são ligeiramente menores nestas condições
(cerca de 0,2 mT, Tabela V.7), o que pode indicar a presença de
um ligando hidreto no centro correspondente a este sinal. Note-se
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que a possivel presença da espécie Ni-D resultaria apenas daJ
.~
reacção de permuta H2 / D+ , pelo que o sinal detectado corresPonde,..;'
:)
ria provavelmente a uma mistura de espécies Ni -D e Ni -H. De<j
qualquer modo, o alargamento observado é muito pequeno, pelo que
este resultado deve ser apenas encarado como compativel Com
formação de um complexo hidreto e não como uma prova desta hipo-
tese.
Na figura V.14 mostra-se a dependência com a potência da
radiação de microondas da intensidade do sinal de RPE ~i-Ç, a 77
K. Por regressão não linear da equação atràs apresentada (ver
Apêndice) , obteve-se um valor de P1/2 de 69 mW (b=l,l) .
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Figura V.14: Variação da intensidade do Sin~ tli-Ç
com a potência da radiação de microondas, a 77 K
(.) g=2, 19 ; (ic) g=2, 14. Curva a cheio obtida para
Pl/2=69 mW e b=1,1
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Com base nestes resultados preliminares pode dizer-se que,
durante o ciclo catalítico da enzima, o centro de niqueI sofref?~
diversas transformações, que podem ser de oxidação-redução, de
conformação ou de coordenacão ou mesmo de todos estes tipos. Mais
adiante serão discutidas detalhadamente vàrias hipóteses que
permitam explicar estes resultados.
Em alguns estados de redução nos quais se detecta o ~inal
Ni~Ç os espectros de RPE a baixa temperatura revelam a presença
de outros sinais (Figura V.l5).
A temperaturas inferiores a 15 K o espectro de RPE muda
completamente, distinguindo-se um novo sinal com valores de g a
2,21 e 2,10 e componentes alargadas a valores de campo mais alto.
Este sinal, que serà designado por Qinal 2~21:, apresenta carac-
terísticas de relaxação electrónica rãpida, sendo observado ape-
nas a baixas temperaturas e a potências de microondas elevadas.
Na figura V.l6 mostra-se a dependência do sinal complexo a
baixa temperatura com a potência da radiação de microondas. O
sinal a g="2,21" é apenas detectado a valores de potência eleva-
da, enquanto o sinal Ni-C só é completamente visivel a potências
relativamente fracas.
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Figura V.15: Dependência com a temperatura dos sinais de
RPE de um estado intermediàrio de redução
da hidrogenase de D,gigas , enriquecida em 61 Mi,
sob hidrogénio.
Temperatura e ganho: A-4 K, 3,2xl0~; B-7 K, 5xl0~
C-S K, 6,3xl0~;D-l1 K, 8xl04 ; E-15 K, 6,3xl04 ;
F-27 K, 10xl0~; G- 38 K, 2xl0s ; H-63 K, 2x10 s
Amplitude de modulação: 0,4 mT, excepto H-1mT
Potência de microondas: 2 mW, excepto H -5 mW.
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Figura V.16: Variação com a potência de microondas dos sinais
a g=Z,Zl e a g=Z,19 de uma amostra da hidrogenase de D.gigas
reduzida sob H2
Modulação: 1 mT; Temperatura: 10 K; Frequência: 9,5Z GHz
Ganho e Potência: A-l04 mW, Z,5xl0 4 ; B-Z mW, 4xl0 4 ;
C- 1,Z mW, Z,5x10 4 ; D- ZOO pW, Z,5xl0 4
o sinal a g="Z,Zl" foi igualmente obtido em amostras
hidrogenase enriquecida em 61 Ni (Figura V.17). No entanto,
de
as
larguras de linha são praticamente iguais em amostras em abun-
dã tI' í d 61 NoanC1a na ura ou enr1queC1 as em 1, notando-se apenas um
pequeno alargamento a g=Z,Zl que pode resultar da contribuição do
sinal a g=Z,19. Esta observação sugere que o sinal pode ser
devido a outra espécie paramagnética. As suas propriedades de
relaxação (relaxação muito ràpida) e a sua forma (o numero de
linhas detectado não permite atribuir o sinal a uma espécie
simples com 5=1/Z), permitem por a hipótese de o sinal ser devido
a centros [4Fe-45]1+ (com 5=1/2, uma vez que os valores de g
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outro paramagneto.
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Figura V.17 - Sinal a g="2,21" obtido para a hidrogenase
de D.qiqas reduzida sob hidrogenio
A-Abundância natural de 81Ni
B-Enriquecida em 61Ni
Temperatura: 4,2 K; Potência: 2 mW
Amplitude de modulação : 1 mT
Frequência: 9,41 GHz
V.4.4.1-Estudos de Ressonância Paramagnética Electronica
o sinal isotrópico do centro [3Fe-xS] presente no estado
ox
nativo da enzima desaparece nos primeiros passos da incubação
com H2, o que sugere que ocorre a sua reducão. A sequência de
redução dos sinais isotrópico e H~A não parece ser idêntica
quando é efectuada sob hidrogénio, o substrato natural, ou sob
ditionito de sódio, um redutor químico. Na figura V.18 mostram-se
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espectros de RPE de amostras reduzidas em ambas as condições, a
pH=7,6.
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Figura V.18- Sinais de RPE de estados intermediàrios
de redução da hidrogenase de D.gigas obtidos sob
Hz (B) ou com ditionito de sódio (C). (A)-Enzima nativa
Temperatura: 11 K; Potência: 30 W; Modulação: 1 mT;
Ganho: A)~) 8xl0 3 , ii) 50; B)-i) 1,.6xl04 , ii) 1,25xl03
C) 1, 6xl0 4
Verifica-se que quando a redução se dâ sob ditionito
ocorre uma redução preferencial do sinal isotr6pico o que, corno
se vera adiante, esta de acordo com os valores de potencial redox
, ,
para a redução dos sinais isotr6pico (E = -70 mV) e a g=2,31 (E =
o o
-220 mV, a pH=8,5). Na presença do substrato natural ocorre urna
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redução quase simultânea de ambos os sinais. Este resultado foi
obtLdo com diversas amostras sob H2, nas quais se observa uma
diminuição da intensidade do sinal a g="2,31" da ordem dos 40% a
80% e do sinal isotropico da ordem dos 60% a 94%. Usando a
equação de Nernst, estes resultados corresponderiam a uma dife-
rença de potenciais redox para ambos os processos de redução de
cerca de 20 a 25 mV, em desacordo com o valor obtido por titula-
cão redox (entre 80 e 90 mV a pH=7, 6) •
Ao fim de tempos relativamente longos de redução com
hidrogénio ou por redução com quantidades subestequiométricas de
ditionito, para além do sinal a g=2,21 detecta-se a baixas tempe-
raturas um sinal rômbico com valores de g a 2,05, 1,94 e 1,88
tipico de centros [4Fe-4SJ 1+ e que, por quantificação, corres-
ponde a cerca de 0,1 spin/moI (Figura V.19 A-E).
As propriedades de relaxação dos sinais a 2,19 e 2,21, no
que se refere á dependência com a temperatura destes sinais, não
são afectadas pelo aparecimento deste centro FejS reduzido. Este
sinal é detectàvel até cerca de 35 K, alargando-se totalmente a
temperaturas superiores.
Nos estados mais reduzidos por adição de excesso de ditio-
nito de sódio os sinais a g=2,21 e 2,19 desaparecem e, a baixa
temperatura, desenvolve-se um sinal complexo, correspondendo a
dois centros [4Fe-4SJ 1+ , e integrando até 0,5 spin/moI. Observam-
se sinais aos valores de g de 2,10, 2,05, 1,94, 1,90 e 1, 84
(Figuras V.20 e V.21), para além de componentes não resolvidas em
torno de g=1,94 e a valores de campo magnético mais elevado.
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Figura V.19: Sinais de RPE da hidrogena3e de D.gigas
reduzida com quantidades subestequiomêtrica3 de
ditionito de sódio
Amplitude de modulação :1 mT; Frequência :9,41 GHz
Potência de microondas: 2 mW
Temperatura: A-3,9 K; B-5,9 K; C-8,3 K; D-10 K;
E- 12,1 K; F-13,6 K; G-30 K; H-46 K
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A forma complexa do espectro não pode ser explicada
simples sobreposição de dois sinais rõmbicos de centros
tipo, pois para além das linhas a g=2,05 e g=l,94 são detec-
tàveis linhas a campo alto num numero superior ao que seria de
esperar. Assim, o espectro observado sugere uma interacção mag-
nética fraca entre aqueles centros.
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Figura V.20: Sinais de RPE da hidrogenase de D.gigas
reduzida com excesso de ditionito de sódio
Temperatura: A-46 K; B-23 K; C-ll K; D-8,2 K
E-7,4 K. Ganho: lxlOs. Outras condições como
na Fig.V.18
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Figura V.2l: Sinais de RPE da hidrogenase de D,qigas
reduzida com excesso de ditionito de sódio, ao fim de
um tempo de redução mais longo
Temperatura: A-13 K; B-16 K; C-22 K; D-32 K; E-50 K
Ganho: lxlOS • Outras condições como na Fig.V.18
Na figura V.22 são apresentados diversos espectros de RPE
.~ hidrogenase de D,qigas reduzida ao longo de diferentes tempos
de incubação sob hidrogénio ou após ciclos de reduçã%xidação
anaeróbica/redução. Os sinais são idênticos aos obtidos por re-
dução com ditionito e permitem detectar uma componente a g~ 2,03,
não observàvel naquelas condições. Por comparação com os espec-
tros a 8 e 12 K (Figura V.22 A e C) verifica-~e que o sinal a
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2,05 tem relaxação mais lenta sendo mais facilmente observàver
a temperaturas superiores a 7 K.
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Figura V.22: Sinais de RPE da hidrogenase de D.gigas
reduzida sob H2
Temperatura: A-7,9 K; E-lO K; C-12,2 K; D-15,3 K; E-17,7 K;
F-26 K; G-31 K; H-39,7 K. Ganho: lxl0S. Outras condicões
como na Fig.V.l8
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E de referir, também, que para estes centros reduzidos não
têm sido observados sinais de RPE na maioria das preparações da
hidrogenase de Dlgigas; em geral, os estados mais reduzidos que
foram obtidos apresentam apenas sinais a g=2,21, o que sugere
novamente um acoplamento entre os centros [4Fe-48]1+, sendo o
baixo valor da integração também compativel com esta hipotese.
Em outras amostras, detecta-se na região entre g=2,1 e 1,8
um sinal bastante alargado, quase sem estrutura resolvida, que
poderà resultar deste sistema de acoplamento (Figura V.23).
Em diversas ferredoxinas contendo dois centros [4Fe-
48] 2+/ 1+ , I f dox í d C t "como por exemp o as erre OX2nas e "Ipas eurlanum,
Cltartarivorum e tt s l ec t i Lv ti i cu s (12), têm sido observados na
forma totalmente reduzida sinais de RPE complexos, com valores de
g dependentes da frequência da radiação de microondas, que foram
explicados como resultando de acoplamento magnético entre os dois
centros [4Fe~48]2+/1+ reduzidos.
Como foi mencionado no Capitulo III, recentemente detecta-
ram-se estados de spin superiores a 8=1/2 para centros [4Fe-
48J1+, que podem levar á não detecção de sinais de RPE para estes
centros (13,14). Assim, é necessàrio um estudo mais detalhado da
estrutura electrónica e magnética dos centros [4Fe-48]1+ da hi-
drogenase de Dlgigas, para explicar estas observações.
Na maioria destes espectros de RPE observa-se ainda um
sinal isotropico a g=2,OO, de intensidade variàvel, mas parti-
cularmente intenso em estados intermédios de redução. Embora
possa , em parte, ter origem em produtos de redução do ditionito,
a sua observação em amostras reduzidas apenas com -hidrogénio
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indica que este sinal pode ter outra origem, ainda não identif1
cada.
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Figura V.23 : Espectro de RPE da hidrogenase de
D.qigas reduzida sob hidrogenio
Temperatura: 4 K; Modulação: 1 mT
Potência: 2 mw; Frequência: 9,41 GHz
IV.4.4.2-Espectroscopia de Mõssbauer
Prepararam-se diversas amostras da hidrogenase de D.qiqas,
. i d 57Fenr~quec~ a em e, a diferentes potenciais redox, obtidos por
redução quimica com ditionito de sódio (-80 mV e -270 mV) ou sob
hidrogénio (- 400 mV), na presença de mediadores redox. Foram
traçados os espectros de Môssbauer e de RPE destas amostras, o
que permitiu observar para o mesmo estado de redução todos os
centros ferro-enxofre e os sinais de niqueI. Este trabalho foi
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izado em colaboração com o Prof. B.H.Huynh (9), sendo aqui
apresentado devido á importância dos resultados obtidos, determi-
nantes para a interpretação do trabalho apresentado neste capi-
tulo.
--º~trQ. UFe=.Ã~-
O espectro de RPE da amostra a -80 mV indicou que a inten-
sidade do sinal isotrõpico a g=2,02 decresceu para valores infe-
riores a 10% da intensidade inicial, enquanto o sinal rômbico de
niqueI a g=2,31 se mantém essencialmente com a mesma intensidade.
Na figura V.24 mostra-se o espectro de Mõssbauer desta amostra,
na ausência de campo aplicado (Figura V.24-A) e na presença de um
campo de 0,5 mT aplicado paralelamente á radiação y (Figura V.24-
B) .
Na primeira situação observam-se apenas dobletos de qua-
> .dzupoLo , enquanto na presença de um campo aplicado fraco nota-se
um espectro magnético alargado, particularmente nitido nas re-
giões entre -2 e -1 mm/s e entre +2 e +4 mm/s. Fazendo o espectro
de diferença, a contribuição diamagnética dos centros [4Fe-4S]2+
é cancelada, observando-se então dois dobletos de quadrupolo com
uma razão de intrensidades de 2=1 (Figura V.24-C). O desvio
isomérico médio para os dobletos de quadrupolo do centro [3Fe-
xS] da hidrogenase é, novamente, superior ao da Fd II de Dlgigas
(Tabela V.8). O facto destes dobletos serem alargados por efeito
de um campo magnético fraco e de serem observados na ausência de
campo aplicado sugere que o centro de três ferros està magnetica-
mente isolado de outros centros paramagnéticos e, em particular,
como se observa do espectro de RPE que o niqueI se mantém para-
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magnético, pode concluir-se que não há interacção de spin
entre o centro [3Fe-xS] d e o centro de niqueI oxidado.
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Figura V.24: Espectro de Hossbauer da hidrogenase
de D.qigas a -80 mV, na ausência de campo
magnético (A) e na presença de um campo de
50 mT aplicado paralelamente á radiação Y (B)
O espectro C é o espectro de diferença de A e B
Temperatura: 4. 2 K (9)
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TABELA v.a; Parâmetros de Mossbauer para os centros
[3Fe-xS]red da hidrogenase e da Fd II de D,gigas (5,6,9)
Enzima ÃEQ (mm/s) 8 (mm/s)
Fd II dobleto I 1,47 0,46
dobleto II 0,47 0,30
Hidrogenase dobleto I 1,73 0,44
dobleto II 0,30 0,42
Cammack et ai (17) verificaram que em amostras da hidro-
genase de Dlgigas a +270 mV e -93 mV, correspondendo a estados da
enzima nos quais o centro [3Fe-xS] se encontra, respectivamente,
completamente oxidado e 95% reduzido, as propriedades de relaxa-
ção do Sinal ~i-A, medidas por determinação de P1/2, não se
alteram. Este facto indica a ausência de interacção magnetica
entre o centro de niqueI e o centro [3Fe-xS] reduzido ou oxidado,
confirmando
Mossbauer.
os resultados obtidos por espectroscopia de
Os sinais dos centros [3Fe-xS]d e [4Fe-4S] sobrepõem-
re ox
-se a campo magnético nulo ou fraco. Contudo, os campos magneti-
cos hiperfinos nos iões ferro do centro [3Fe-xS] são saturados
por aplicação de um campo magnético de 1 T, obtendo-se um espec-
tro com um desdobramento magnético total de cerca de 9 mm/s,
enquanto os espectros do,s centros [4Fe-4S] permanecem como doble-
tos de quadrupolo. O espectro do centro [3Fe-xS] nestas condições
é claramente visível pelos picos a -4 e -2 mm/s e a +4,7 mm/s
(Figura V.25-A). Este padrão é praticamente idêntico ao da Fd II
de D.gigas reduzida, pelo que o espectro foi analisado para um
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sistema de 8=2, podendo ser decomposto em duas subcomponentes
intensidades 2:1. O ajuste do espectro teórico foi efectuado
uma intensidade de 27%, sugerindo, por comparação com o sinal
experimental, que a amostra contém um centro [3Fe-xS]red Por
molécula de enzima.
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Figura V.25: Espectros de Môssbauer da hidrogenase de
D.gigas reduzida sob H2 a -80 mV (A), -270 mV (B) e
-400 mV (C), obtidos a 4,2 K na presença de um campo
magnético de 1 T aplicado paralelamente á radiação p
A linha a cheio é a simulação teórica do espectro
do centro [3Fe-xS] reduzido (9).
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Na figura V.25-B e C apresentam-se os espectros de
Mossbauer de amostras a -210 e -400 mV, respectivamente. Para
resolver os componentes subespectrais, os sinais foram obtidos a
4,2 K com um campo aplicado de 1 T. O espectro do centro [3Fe-
xS], quantificado pelo pico a +4 mm/s que se encontra isolado dos
restantes sinais, mantém-se inalterado e com uma intensidade sem-
pre cerca de 21 %. Este facto indica que este centro se mantém
intacto nos estados reduzidos e cataliticamente activos da enzi-
ma, não sendo convertido em centros [4Fe-4S].
A -400 mV todos os agregados de ferro da hidrogenase estão
reduzidos. A contribuição dos centros [4Fe-4S]1+ pode ser obtida
por subtração do espectro do centro [3Fe-xS]red do espectro da
figura V.25-B. Deste modo é possivel estimar a percentagem de
centros [4Fe-4S] reduzidos ao longo da titulação redox. A -210
mV, cerca de 25% da absorção total do espectro deve-se a centros
1+[4Fe-4S] , o que representa 0,1 centros [4Fe-4S] d por molecula
re
de enzima. Por outro lado, o espectro de RPE desta amostra indica
que o sinal de niqueI a g=2,31, presente no estado nativo, sofreu
uma diminuição de intensidade de cerca de 10 %, não se observando
ainda qualquer outro sinal. Contudo, um centro [4Fe-4S]1+ deveria
ser visivel em RPE, pois em geral apresenta um estado de spin com
S=1/2. Uma possivel explicação para a não observação do sinal de
RPE tipico a g-1,94 é este centro estar magneticamente acoplado
ao centro de niqueI, pelo que o potencial de -220 mV obtido por
titulação redox do sinal a g=2,31 seria, de facto, o potencial
redox para a redução do centro [4Fe-4S]2+/1+.
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Os espectros de Mõssbauer na ausência de campo apl
são tambem magnéticos, o que indica a presença de espécies para-
magnéticas. Assim, o acoplamento do centro [4Fe-45] com o centro
de Ni(III) (S=1/2), não conduz a sistemas diamagnéticos com 5=0 ,
que originariam espectros de Mõssbauer não magnéticos.
Estes dados de espectroscopia de Mossbauer são ainda
preliminares, não permitindo explicar as caracteristicas dos
espectros de RPE dos centros [4Fe-4S]1+ os quais, como jà referi-
do anteriormente, são silenciosos em RPE ou dão origem a espec-
tros extremamente alargados. Por outro lado, o espectro de
Môssbauer dos centros [4Fe-4S] reduzidos é semelhante em todos os
estados de redução da enzima, o que leva a supor que as suas
caracteristicas são idênticas em todos estes estados, ou seja, a
sua vizinhança e o sistema de acoplamento magnético mantêm-se.
Contudo, os dados obtidos para o centro de niqueI sugerem mudan-
ças de estado de oxidação e de coordenação neste centro, pelo que
seria de esperar que estas transformações se reflectissem no
1+
espectro de Mõssbauer dos centros [4Fe-4S] ,o que aparentemente
não se verifica.
E de referir ainda que os resultados de espectroscopia de
Mõssbauer não permitem excluir totalmente outra hipótese para
explicar o desaparecimento do sinal de niqueI a g=2,31 pelo
,
processo redox a E
o=-220 mV: esta transformação poderia resultar
de uma redução efectiva do centro de niqueI (transição Ni(III) /
Ni(II», obtendo-se um estado silencio.so em RPE, visto que em
geral os compostos de Ni(II) octaédricos, com 5=1, não são acti-
vos em RPE. O acoplamento magnético deste centro de niqueI com um
agregado [4Fe-4S]2+ poderia conferir a este centro propriedades
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magnéticas, que resultariam no espectro de Môssbauer observado
(ver discussão adiante); por outro lado, como atràs foi menciona-
do, 1+por vezes os centros [4Fe-4S] apresentam spin electronico
semi-inteiro S >1/2, não dando origem aos sinais de RPE tipicos a
V.5-CiçJ.os g~ reduÇÃQ. L oxid~ão gª hidrçgenas~ de !2..:..!li!lª-if..
sOR h.idrçgénio
Para uma anAlise mais detalhada dos intermediàrios obtidos
por incubação sob hidrogénio foram realizados ciclos de redução /
oxidação da hidrogenase em atmosfera anaeróbica sob hidrogénio ou
azoto. Uma sequência tipica envolveu a redução da enzima ao longo
de tempos crescentes de incubação sob hidrogénio, passando por
estados em que se observa o sinal a g=2,19, até se atingir um
estado silencioso em RPE a 77 K, seguida de uma reoxidação anae-
róbica lenta, sob azoto. Esta sequência foi repetida diversas
vezes com as mesmas amostras, testando-se assim a reversibilidade
dos processos envolvidos.
o citocromo Cs tetrahémico tem sido indicado como o acei-
tante e doador de electrões fisiológico para a hidrogenase , pelo
que foram realizadas experiências semelhantes na presença desta
proteina de l./Igigas, em misturas equimolares. Realizaram-se os
seguintes tipos de ensaios:
l-Ciclo de reduçã%xidação na ausência de citocromo c 3 .
~-Após a redução da hidrogenase com H2 adicionou-se citocromo c 3
oxidado e reoxidou-se anaerobicamente a amostra sob azoto. Repe-
tiu-se o ciclo de reduçã%xidação. Esta experiência foi realiza-
da também com hidrogenase enriquecida em 61 Ni.
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~-Uma mistura equimolar de citocromo c 3 e hidrogenase
foi reduzida sob hidrogénio e reoxidada sob azoto.
i-A uma amostra de hidrogenase oxidada adicionou-se citocromo c3
o citocromo c 3 , no estado oxidado, apresenta um espectro
de RPE que, na região de gz' mostra diversos sinais sobrepostos
devido aos quatro hemos não equivalentes (gz=3,3-2,8) e em gy
apresenta um intenso pico de derivada a cerca de g=2,28. (Figura
efectuaram-se 05 ciclos de oxidação I redução anteriores.
reduzido sob hidrogénio na presença de traços de hidrogenase e
V.26). Embora a 77 K as linhas espectrais estejam jà alargadas,
são ainda detectàveis, pelo que para a observação dos sinais de
RPE da hidrogenase foi necessàrio subtrair dos espectros a con-
tribuição do sinal do citocromo c 3 .
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Figura V.26:Espectro de RPE do citocromo c 3 tetrahemicode Dogigas.
Temperatura: 21 K; Potência de microondas: 6,3 mW
Modulação: 1 mT; Frequência: 9,41 GHz
222
Os resultados obtidos são semelhantes, independentemente
do tipo de ciclo efectuado. Apresentam-se nas figuras V.27 e V.28
duas sequências tipicas de espectros ao longo dos ciclos de
reduçã%xidação. Verifica-se que os processos são inteiramente
reversíveis, isto é, consegue-se reproduzir a mesma sequência de
sinais por redução seguida de oxidação e observou-se que a mesma
amostra pode ser sujeita a sucessivos ciclos sem degradação da
enzima (recupera-se a intensidade do sinal de RPE da amostra
nativa).
O comportamento da hidrogenase na presença ou ausência de
citocromo c 3 é idêntico mas, embora apenas de modo qualitativo,
notou-se também que a presença deste citocromo aumenta consi-
deravelmente a facilidade com que a enzima é reduzida e permite
um melhor controlo dos processos de reoxidação. Assim, por reoxi-
dação lenta (Figura V.27 - C-G), ap6s o desaparecimento do sinal
a g=2,19 e depois de se atingir um estado silencioso em RPE,
observa-se que o sinal a g=2,33 é o primeiro a desenvolver-se,
conseguindo-se mesmo obter estados em que o espectro de RPE
apenas apresenta este sinal. Prosseguindo a reoxidação, dã-se
então a formação do sinal presente no estado nativo, a g=2,31
que, progressivamente, substitui o sinal a g=2,33. Verificou-se
ainda que ap6s a reoxidação anaer6bica, uma nova redução da
enzima sob hidrogénio, com formação do sinal a g=2,19, é bastante
mais rápida, sugerindo que a enzima foi activada pelo ciclo de
redução/ reoxidação anaerobica.
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Figura V.27: Ciclo de reducã%xidação da hidrogenase de D.qiqas
Ensaio: Ciclo ~ . Temperatura: 77 K
A- Enzima nativa; B-Enzima reduzida sob H2; C-Adição de C3
D-G: Reoxidação sob N2; H-K: Reducão sob H2; L-P: Reoxida-
ção sob N2. *-Espectro obtido após subtracção da contri-
buição de c3. '-Espectros idênticos aos anteriores
Potência: 2 mW; Modulacão : 1 mT; Frequência: 9,28 GHz
Ganho variável
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Figura V.28: Ciclo de reduçã%xidação da hidrogenase de D.gigas
Ensaio: Ciclo ~ . Temperatura: 77 K
A- Enzima nativa; B- Complexo 1:1 c3/Hase; C- B subtraído
do espectro de C3; D-G Redução sob H2; H-O Reoxidação sob
N2. Contribuição de C3 subtraida excepto em O.
Outras condições como na Fig.V.26
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As experiências na presença de citocromo c 3 permitiram
obter uma estimativa do valor de potencial redox ao qual
se dã a formação do sinal a g=2,19: o aparecimento por reducão ou
também
o desaparecimento por reoxidação deste sinal é concomitante com o
desaparecimento ou a formação do sinal de RPE do citocromo c 3 ' o
que sugere uma semelhança de potenciais redox , ou seja, a forma-
ção do sinal a g=2,19 estã associado a processos de oxidacão/
redução com um potencial de cerca de -330 mV, a pH=7,6.
Nos estados mais reduzidos destes ciclos traçaram-se os
espectros de RPE a baixa temperatura. Os sinais observados são
semelhantes aos obtidos para as amostras de hidrogenase reduzida
longo tempo sob hidrogénio, isto é, detectam-se os sinais a
g=2,21 e sinais complexos de centros [4Fe-4S]1+ (Figura V.29).
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Figura V.29: Sinais de RPE a baixa temperatura de uma
amostra de hidrogenase de D.gigas reduzida sob H2 na
presença de citocromo C3 tetrahemico de D.gigas
Temperatura: A-4,2 Kj B-5 Kj C-5,S K; D-7,3 K; E-9,2 K;
F-10,9 K; G-13,5 K; 8-17,5 K; 1-23 K; J-50 K
Ganho: 2,5x10 4 , excepto 1(10x104 ) e J(1,25x104 )
Potência: 2 mW; Modulação: 1 mT; Frequência: 9,41 GHz
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Para além de todos os sinais de RPE referidos nas seccões
anteriores, tem sido detectados outros sinais ainda não completa-
mente identificados.
Em amostras de hidrogenase parcialmente reduzida, nas
quais apenas o sinal isotrópico a g=2,02 desapareceu, detecta-se
um sinal de RPE a baixa temperatura, a g=12 (Figura V.30). Este
sinal nem sempre é visível nas amostras totalmente reduzidas.
Hagen e colaboradores (15) detectaram um sinal semelhante na
ferredoxina de T,thermophilus (que contém um centro [3Fe-xS] e um
centro [4Fe-4S]2+/1+) reduzida. O sinal foi atribuido por estes
autores a uma transição m
s=4 no centro [3Fe-xS] reduzido (5=2).
Johnson et al (19) propuseram que o sinal de RPE a g=12
detectado na hidrogenase de D,gigas teria a mesma origem e que o
facto de ele não ser observado nas amostras totalmente reduzidas
resultaria de uma alteração conformacional no agregado [3Fe-
xS] d ou de acoplamento magnético entre este centro e outro
re
centro paramagnético na hidrogenase.
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Figura V.30: Sinal de RPE a g=12 da hidrogenase
de D.gigas parcialmente reduzida sob Hz
Temperatura: 8 K; Frequência: 9,41 GHz;
Modulação 1 mT; Potência: 2 mW
Em algumas amostras da hidrogenase de D.gigas reduzida
sob hidrogénio, em estados em que esta presente o sinal a g=2,19
tem sido observado outro sinal rômbico com valores de g a 2,28
2,12 e 2,03 (Figura V.31).
E5te sinal é particularmente nitido em amostras preparadas
em misturas de etilenoglicol / água ( 1:1 ). A baixa temperatura,
parece ocorrer um desdobramento de cerca de 1,2 mT a gx' surgin-
do linha5 aos valores de S de 2,29 e 2,27 e de perto de 2,4 mT a
gz' aparecendo linhas a g=2,04 e 2,02. Em Sy' devido á sobreposi-
ção da linha a g=2,lO do sinal a"g=2,21" não foi possivel medir o
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valor deste desdobramento.
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Figura V.31: Sinal de RPE a g=2,28 da hidrogenase de
D.gigas parcialmente reduzida sob hidrogénio
Temperatura: A-li K; B-4,2 K. Modulacão : 1 mT
Potência: 2 mW (A), 0,63 mW (B); Frequência: 9,53 GHz
o sinal a g=2,28 tem valores de g semelhantes aos encon-
trados por Albracht et aI (20) na hidrogenase de Chromatium
vinosum após irradiação a 4 K com uma lâmpada de arco de Xenon,
de amostras desta hidrogenase reduzidas sob hidrogénio, em esta-
dos onde o sinal a g=2,19 estã presente. Foi também observado por
Johnson et aI (19) na hidrogenase de D.9i9as, por irradiação de
amostras desta enzima com o sinal a g=2,19. Albracht e colabora-
dores atribuiram este novo sinal â quebra de uma ligação Ni-H
(complexo hidreto),hipoteticamente presente no centro correspon-
dente ao sinal a g=2,19.
230
Os dados disponiveis não permitem ainda uma caracterizacão
completa e uma identificação da origem deste sinal na hidrogenase
de D.giga:..=:. No entanto, é interessante referir que em diversos
estados de redução das enzimas xantina oxidase e aldeido oxidase,
(21,22) contendo um agregado [4Fe-48]1+ (8=1/2) e um centro com
um ião Mo(V) (8=1/2), se observa um desdobramento de cerca de 2,0
mT do sinal de Mo(V). Este desdobramento é observàvel apenas a
temperaturas inferiores a 40 K e quando os centros de ferro e de
molibdénio se encontram naquele estado de oxidacão. A tempera-
turas superiores as linhas colapsam em linhas centrais, com
valores de g médios dos medidos a baixa temperatura. Estas obser-
vações foram interpretadas pelos autores como resultando de um
acoplamento magnético de permuta entre Mo(V) e um centro [4Fe-
48]1+; a temperaturas elevadas, a relaxação electrónica do centro
[4Fe-48]1+ é ràpida, pelo que não se detecta o desdobramento do
sinal de Mo(V). E possível que o desdobramento do sinal a 2,28 da
hidrogenase resulte de acoplamento a um centro [4Fe-48]1+, o que
estaria de acordo, aliAs, com as observações de espectroscopia de
M6ssbauer, que sugerem um acoplamento entre o centro de Ni e pelo
menos um centro [4Fe-48]1+, em determinados estados de redução
desta enzima.
A sequência de espectros da hidrogenase de D.giga:..=: por
incubação sob hidrogénio sugere a existência de diversas transi-
ções de oxidação-redução ao longo do ciclo catalítico da enzima
(Figura V.12). Assim, foram efectuadas titulações redox da hi-
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drogenase, seguidas por RPE e na presença de mediadores electro-
nicos, por adição de redutores (ditionito de sódio) ou oxidantes
(ferricianeto de potàssio) quimicos, ou apenas por incubação sob
misturas de hidrogénio e argon. Estas titulações permitiram de-
terminar os potenciais redox associados ás diversas transições
observadas.
A titulação foi efectuada entre +300 e -350 mV, por adição
de ditionito de sódio ou de ferricianeto de potàssio, a pH=8,5.
Os potenciais redox foram estimados por medida da intensidade do
sinal isotrópico a g=2,02, a 4 K, e das intensidades do ~inal
Ni-A a g=2,31 e g=2,23, a 77 K, aos vàrios valores de potencial
(Figura V.32).
Ajustaram-se aos dados experimentais curvas de Nernst
teóricas para transições monoelectrónicas, estimando-se os va-
lores de potencial redox para os dois processos: o centro [3Fe-
xS] reduz-se a um potencial de -70 mV enquanto O desaparecimento
do sinal Ni-A està associado a uma transição redox ao potencial
de -220 mV. Cammack et ai (17) mostraram que o potencial para
esta transição é dependente do pH, decrescendo 60 mV por unidade
de pH.
O desaparecimento do ~inal Ni-A, de acordo com os dados
de espectroscopia de M8ssbauer, pode ser atribuido a um acopla-
mento magnético com um centro [4Fe-4S]1+, formado pelo processo a
,
-220 mV. O valor de E para este centro, -220 mV a pH=8,5 , e um
o
pouco mais elevado que 05 valores geralmente encontrados para
centros [4Fe-4S]2+/1+ em ferredoxinas. A sua dependência com o pH
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Figura V.32: Titulação redox dos sinais de RPE
hidrogenase de D.gigas no estado nativo
Intensidade dos sinais de RPE em função do potencial
redox, a pH=8,5. As curvas traçadas são o resultado
de ajuste com a equação de Nernst para n=l e Eõ=-220 rnV
e Eó =-70 mV. Temperatura : 77 K (O) g=2, 31 ; ( X ) g=2, 23
4 K ( V) g=2, 02
,
O valor de E
o
obtido para o centro [3Fe-xSJ, -70 mV, e da
de grandeza dos potenciais conhecidos para este tipo de
Efectuaram-se também titulações redox seguidas por RPE
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intensidade dos sinais a 20 K e 17 K (g=2,19) e a 4 K (g=2,21).
a determinação dos potenciais redox associados á formação e
desaparecimento dos sinais a g=2,19 e g=2,21, por medição da
Estas titulações foram realizadas por adicão de ditionito
V.7.2.1-Titulação com ditionito de s6dio
A titulação com o redutor químico a pH=8,5 (Figura V.33
estimar os valores de potencial para o aparecimento
sódio ou apenas por incubacão sob misturas de hidrogénio e argon.
permitiu
sinal a g=2,19 (inferior a -330 mV) e para o seu desaparecimento3
(inferior a -390 mV). O màximo de intensidade ocorre entre - 350,,;
e -380 mV.
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Figura V.33: Titulacão redox do sinal a g=2,19 da
hidrogenase de D.gigas por adicão de ditionito de s6dio
Intensidade relativa do sinal a g=2,19 (O) e a g=2,14 (X),
a 77 K, em função do potencial redox, a pH=8,5
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V.7.Z.Z-Titulações sob hidrogenio
Foram também realizadas duas titulações da hidrogenase de
.gigas sob hidrogénio, entre -ZOO e-450 mV e a pH=8,0, na
de mediadores redox, seguidas por espectroscopia de RPE.
intensidade dos sinais de RPE foi medida a ZO K (sinal a
e a 4 K (sinal a g=Z,Zl). 05 resultados obtidos encon-
nas figuras V.34-V.36.
Representou-se a intensidade dos sinais em percentagem da
intensidade màxima observada, pois não foi possivel determinar o
valor da concentração màxima da espécie associada ao sinal a
g="Z,Zl" e por a intensidade màxima do sinal a g="Z,19" não ser
ainda conhecida com exactidão, como jà foi referido.
O sinal a g=Z,19 desenvolve-se a valores de potencial
inferiores a -300 mV, apresenta uma intensidade màxima perto de
-380 mV e decresce de intensidade a potenciais mais negativos.
Foram realizadas três titulações independentes. Verificou-
que o equilíbrio com os eléctrodos é lento, mesmo na presença
e mediadores, o que, em conjunto com a natureza transiente deste
e com o facto de as titulações terem sido realizadas em
ondições em que a hidrogenas e produz hidrogénio, pode explicar a
dispersão de pontos experimentais. Observou-se também, embora de
.modo qualitativo, que os potenciais associados a este sinal são
,dependentes do pH.
Esta titulação não permitiu observar o sinal a g=Z,Zl a 4
bem como os sinais de RPE de centros [4Fe-4SJ 1+ .
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Figura V.34: Evolução dos sinais de RPE a 20 K ao longo
da titulação redox sob H2 da hidrogenase de D.qigas.
Potencial Redox (mV)- A:-250; B:-255; C:-304; D:-313;
E:-324; F:-333; G:-341; H:-346; 1:-353; J:-377; L:-387;
M:-399; N:-408; 0:-420; P:-424; Q:-432; R:-442
Ganho: A,B-2,5x10 5 ; C-3,2xl0 5 ; D-F -2,5x10 5 ; G-l,6x105
H-3,2xl05 ; I-L -2xl05 ; M-O -3,2x105 ; P-R -4xl0s
Potência: 2 mW; Modulação: 1 mT; Frequência: 9,41 GHz
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Figura V.35: Evolução dos sinais de RPE a 4 K ao longo
da titulação redox sob H2 da hidrogenase de D.gigasPotencial Redox (mV)- A:-304; B:-313; C:-324; D:-333;
E:-341; F:-346; G:-353; H:-377; I:-387; J:-399; L:-408;
M:-420; N:-424; 0:-442
Ganho: A,B-2xl0 5 ; C,D- 8xl04 ; E-O 4x104
Potência: 2 mW; Modulação: 1 mT; Frequência: 9,41 GHz
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Figura V.36: Titulacão redox dos sinais intermediarios
da hidrogenase de D.gigas sob H2
Intensidade dos sinais de RPE em função do potencial
redox a pH=8.0. (Intensidade relativa ao valor máximo)
Temperatura :A -20 K (O) J g=2,19 ; (X) g=2,16
. B - 4 K (O) I g= 2 I 21 ; (X) g=2 I 10
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o sinal a g=2,21 aparece a valores de potencial mais
negativos que o §inal ~~--Q (perto de -350 mY) e atinge um màximo
intensidade a cerca de - 400 mV. A potenciais inferiores nota-
se um ligeiro decréscimo na intensidade do sinal a g=2,21. Uma
"análise detalhada das curvas de titulacão permite determinar que
as espécies associadas aos sinais a g="2,19" e a g="2,21" têm
. potenciais redox muito próximos. A diferença mais significativa
Teside na diminuição de intensidades a potenciais inferiores a -
/'
fim de tempos relativamente longos (2-3h) de redução sob H2 se
se
uma
aquele
não
Durante
ditionito,
redox.
com
potencial
na titulação anterior
sinal a g="2,21" a este potencial apresenta
se realizaram estas titulacões verificou-se que so
como
diminuicão ràpida do
Quando
Tal
uma
r{~400 mY: enquanto o sinal ~i-Q a -440 mY tem uma intensidade quase
~C:}:
I:;desprezável, o
fi; •~!<intensidade próxima de 50% do valor màxí.mo ,
w>}
~.'"~,!,
~~detectaram sinais de RPE de centros ferro-enxofre reduzidos.
~;
f intervalo de tempo o potencial decresce lentamente, atingindo
Vi,'
'apenas valores perto de -300 mV. Após algum tempo de Lncubacão a~!
este valor, dá-se então um rapida diminuicão de potencial, che-
i gando-se fácilmente a cerca de -440 mY. Foram retiradas algumas
:j~
s~.
amostras de hidrogenase durante a primeira fase de redução,[
,observando-se no espectro de RPE uma pequena contribuição do
sinal Ni=~ (g=2,33) ou, imediatamente depois de se ter atingido o
valor de -440 mV, um estado silencioso em RPE Os sinais a
g=2,21 e a g=2,19 desenvolvem-se apenas ao fim de algum tempo
(cerca de 1/2h) a este potencial. Estes resultados, embora de
caràcter qualitativo, parecem indicar que, tal como se observa
~'nos estudos de actividade da enzima, é necessàrio um certo tempo
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de incubação sob H2 para que a enzima seja activa. Além disso ,
sugerem ainda que a espécie silenciosa em RPE representa a forma
activa da enzima e que o sinal a g=2,19 pode ser devido a uma
espécie transiente envolvida no ciclo catalitico da hidrogenase.
Estes dados serão discutidos mais pormenorizadamente no final
deste capitulo.
Os dados obtidos nas titulacões anteriores permitiram
também uma melhor caracterização dos sinais de RPE a g=2,19 e
g=2,21. Existem estados de redução em que praticamente S0 se
observa o sinal a g=2,19 (E=-333 e E=-341 mV) ou o sinal a g=2,21
(E=-442 mV). O sinal a g=2,21 desenvolve-se, pois a potenciais
ligeiramente inferiores aos do sinal Ni-C.
Devido ás diferentes propriedades de relaxação, jà mencio-
nadas anteriormente, é possivel, por variação da potência de
microondas, estudar ambos os sinais a cada valor de potencial
redox. Nas figuras V.37-V.40 mostra-se a variação dos sinais de
RPE a quatro valores diferentes de potencial redox (-313, -353,
-393 e -442 mV) com a potência de microondas.
Nota-se novamente que o sinal a g=2,21 corresponde a uma
espécie de relaxação ràpida, sendo dificilmente detectavel a
baixos valores de potência, enquanto o sinal a g=2,19 satura
rapidamente com a potência de microondas. Esta propriedade per-
mite, a baixas temperaturas, detectar quais os estados em que
ambos os sinais ou apenas o sinal a g=2,21 estão presentes.
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Figura V.37: Variacão do sinal de RPE da hidrogenase de
D.gigas a -313 mV com a potência de microondas
Potência e ganho: A- 20 mW, 8x103 ; B- 6,3 mW, 1,25xl04
C-2 mW, 2,5xl0 4 ; D- 0,63 mW, 2,5xl0 4 ; E- 0,2 mW, 2,5xl04
Temperatura: 4,2 K; Modulação: 1 mT;
Frequência: 9,41 GHz
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Figura V.38: Variação do sinal de RPE da hidrogenase de
D.gigas a -353 mV com a potência de microondas
Potência e ganho: A- 0,2 mW, 6,38xl0 4 ; B- 0,63 mW,
4xl04 ; C-2 mW, 3,2xl04 ; D- 6,3 mW, 2,5xl04 ; E- 20 mW,
1,25xl04; F- 63,2 mW, 1,25xl04
Temperatura: 4,2 K; Modulação: 1 mT;
Frequência: 9,41 GHz
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Figura V.39: Variação do sinal de RPE da hidrogenase de
D.qiqas a -393 mV com a potência de microondas
Potência e Ganho: A- 0,20 mW, 1,25xl05 ; B- 2 mW, 5xl04
C- 20 mW, l,6xl04
Outras condições como na Fig.V.37
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Figura V.40: Varia9ão do sinal de RPE da hidrogenase de
D.gigas a -442 mV com a potência de microondas
Potência e Ganho: A- 0,2 mW, 2xl0 5 ; B- 0,63 mW, 10xl04
c- 2 mW, 8xl04 ; D- ~3 mW, 4xl04 ; E- 20 mW, 2,5xl04
Outras condi9ões como na Fig.V.37
Assim, constata-se que a potenciais redox inferiores a
cerca de -390 mV o sinal a g=2,19 apresenta intensidades
muito fracas, sendo o espectro de RPE dominado, a poten-
ciais inferiores áquele, pelo sinal a g=2,21. Este facto
permite ainda uma simplificação da análise dos espectros mais
complexos obtidos para estados redox em que ambas as espécies
estão presentes. Nas figuras V.41 e V.42 mostram-se os sinais
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a 20 e 4,6 K, para os potenciais redox de -353 e -442
. Os espectros inferiores de ambas as figuras são obtidos por
subtração do sinal a alta temperatura ao sinal a baixa tempera-
tura, revelando apenas as caracteristicas espectrais do sinal a
g=2,21 e indicando claramente que os espectros complexos re-
sultam da sobreposição de ambos os sinais.
2.19 2.14
I I
2.00
I
A 20K
<
>
.....
E-t
<
...::I
~
~ B 4K
.....
cn
Z
r=1 2.21
E-l Iz
.....
C 0vM
tO
8-A
I I \rJV10mT
CAMPO MAGNETICO -
Figura V.41: Sinais de RPE a 20(A) e 4 K (B) da hidrogenase
de D.gigas a -353 mV. C- Espectro de diferença B-A
Ganho e Potência: A- 20 mW, 1,25x105 ; B- 2 mW, 6,3xl04
Modulação: 1 mT; Frequência: 9,41 GHz
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Figura V.42: Sinais de RPE a 20(A) e 4 K (B) da hidrogenase
de D.qigas a -442 mV. C- Espectro de diferença B-A
Potência e Ganho: A-2 mW, 2xl0 5 ; B-20 mW, 6,3xl0 4
Outras condições como na Fig. V.41
Estes resultados parecem indicar que os sinais a g="2,21"
e a g=2,19 (~1nal Ni-Q) têm origem em espécies distintas, com
potenciais redox ligeiramente diferentes. Porém. não foi possivel
ainda identificar a origem do sinal a g=2,21.
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itv,7. 4-Anàlis§. da§. curvas g§. titula~Q.n':
As curvas de titulação obtidas para os sinais a g=2,19 e
;~
'1;
~g="2,21" apontam para a ocorrência de processos de redução conse-y:
·r,
i';
~cutiv~s, A~sim, tentou-se o ajuste de curvas de Nernst aos dados
~". experJ..mentaJ..s, para processos redox do seguinte tipo (Ver
~;
~;'''' .'" .kapendJ..ce) :
~'
A
A espécie ~ representa a espécie intermediària, sendo E1
o potencial associado ao seu aparecimento e E2 o potencial asso-
ciado ao seu desaparecimento. Para este tipo de ajuste, efectua-
do sómente por comparação visual das curvas teóricas com os
pontos experimentais, é necessàrio conhecer os valores de inten-
sidade màxima de ambos os sinais. Como jà foi referido, apenas
para o sinal a g=2,19 se dispõe de uma estimativa deste valor
(0,4-0,6 spin/moI) pelo que só podem ser comparados os valores
experimentais e teóricos para este sinal. Na tabela V.9 mostra-se
a intensidade màxima da espécie intermediària ~ calculada por
este modelo e atribuindo diversos valores para a diferença de
potenciais redox E1-E 2 , Na figura V.43 representam-se novamente
todos os pontos experimentais obtidos para as titulacões redox da
hidrogenase de D,gigas (sob hidrogénio e com ditionito de s6dio)
e mostram-se algumas das curvas teóricas obtidas.
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Potencial redox ( mV)
Figura V.43: Curva de titulacão redox para o sinal
a g="2,19" da hidrogenase de D,gigas
O,X Titulação sob H2
V,. Titulação com ditionito de sódio
Curva teórica para E=O
Curva teórica para E=-60 mV
TABELA V.9: Intensidade màxima da espécie
intermediària em função de E1-E2
E1 - E2 PB (max)
O 0,33
-20 0.423
-30 0.469
-40 0.512
-50 0.565
-60 0.612
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Confrontando as curvas teóricas com as curvas experimen-
tais (Figura V.43), verifica-se que mesmo para uma diferença de
potencial nula para ambos os processos redox as curvas teóricas
não conduzem a um bom ajuste dos dados experimentais, para alem
de não se obter uma boa concordância com os valores de intensi-
dade da espécie intermediària. Conforme descrito em apêndice
foram tentados ajustes com outros modelos, envolvendo maior
numero de passos de reducão ou introduzindo transicões bielec-
trónicas; embora se obtenha uma melhor concordância com os va-
lores experimentais, não é ainda possivel uma discussão dos
modelos considerados com base nos dados disponiveis, pelo que uma
elucidação definitiva deste ponto requer a identificacão ine-
quívoca dos processos redox e da origem das espécies paramagneti-
cas observadas por RPE, associadas aos sinais a g=2,19 e a
g=2,21.
Nesta secção tentar-se-à correlacionar os resultados obti-
dos pelos estudos espectroscópicos e pela determinacão de poten-
ciais redox dos centros da hidrogenase de D,gigas com os estudos
de actividade enzimàtica, apresentados no capitulo IV, de modo a
formular algumas hipóteses de mecanismo molecular de activacão e
produção/consumo de hidrogénio por esta enzima. Discutir-se-ão
essencialmente as seguintes questões:
- atribuição dos sinais de RPE e dos potenciais redox a centros
enzimàticos;
- estados de oxidação do centro de niqueI ao longo do ciclo
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catalitico;
- interacção especifica entre os centros enzimáticos;
- identificação dos vários estados intermediários do ciclo cata-
litico;
- função de cada centro metálico e, em particular, identificação
do centro onde ocorre a activação da molécula de hidrogenio;
Muitos destes pontos ainda não podem ser integralmente
respondidos. Porém o conjunto de dados de que se dispõe per-
mite desde já formular algumas hipóteses e construir um modelo
que possa servir de base de discussão e para futuros desenvolvi-
mentos através de experiências delineadas para comprovar o modelo
ou para responder a questões que surgirão ao longo desta dis-
cussão.
Qualquer hipótese mecanistica tem que tomar em considera-
ção os dados anteriormente apresentados quer em relação á activi-
dade enzimática quer em relação á constituição dos centros acti-
vos da hidrogenase. Estes dados serão sucintamente enumerados.
A enzima hidrogenase está envolvida na reacção
2- +
--'E +2H .
A reacção directa consiste na oxidação da molécula de
hidrogénio, libertando-se dois protões e sendo a enzima reduzida
por dois electrões, que serão transferidos para os aceitantes
exógenos fisiológicos; na reacção inversa, a enzima reduz dois
protões, formando-se a molécula de H2, a partir de electrões
cedidos por um doador electrónico exógeno. Estas reacções sugerem
que a enzima nos passos centrais do ciclo catalitico oscilarà
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~ntre estados de oxidação separados por duas unidades, interrela-
';cionados através de reacções mono ou bielectr6nicas.
)-Act.iyg,~Q da moléc1i.l.ª de b.i.Q.rogtniQ.-
A activação da molécula de hidrogénio dà-se por uma cisão
Lheterolitica, isto é, a hidrogenase cinde a molécula de H2 em um
de
que daria então origem aos produtos da cisão hetero-
acordo com a discussão dos mecanismos de activaçãoDe
~1ião hidreto e um protão:
I;
~.
ri~
~..
~
thidrogénio por iões de metais de transição, não se pode excluir a
v{;
~existência de um passo inicial, ràpido, de adição oxidativa de~.
tt; hidrogénio,
~
r
~litica.
F-Activa~Q da .§nzimª-
l~
A enzima no estado em que é isolada (que, por comodidade de
'expressão, serà designado por estado nativo), não é activa. E
necessária a sua activação ,por um processo bifàsico (23,24): a
!,primeira fase, mais lenta, parece corresponder á desoxigenação da
I
l enzima
-_.~.E + 02
a segunda fase, mais rápida, consiste na redução de centros
enzimáticos Fe/S, de acordo com a observação por espectroscopia
de visivel da diminuição da absorvância da hidrogenase a 400 nmn,
sob hidrogénio
E ---·~E
n e red
A fase de redução, na presença de H2, està associada a um
processo redox monoelectrónico, com um potencial de -350 mV a
pH=8, dependente do pH (decréscimo de 60 mV por unidade de pH)
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(24). Após esta activação, Merge et ai (25) verificaram que a
enzima é inactivada pelo potencial, através de um processo mono-
electrónico dependente do pH, com E~=-220 mV a pH=8,5.
Estes dados levam a enumerar uma série de estados enzimà-
ticos envolvidos nos ciclos de activação e catalitico:
E(02) : enzima oxigenada, inactiva;
- E enzima desoxigenada, que se poderá designar por "ready
state", no sentido em que a enzima "está pronta" para iniciar a
sua activação;
- E
red enzima reduzida, activada, que constituirá o estado
activo, isto é, o estado enzimático em que a activação da
molécula de hidrogénio é possivel.
- E -H
red
2-E
r e d
complexo intermediàrio enzima-hidreto;
Estado final, "super reduzido", após a oxidação do ião
hidreto e libertação dos protões.
Nas alineas seguintes tentar-se-à a identificação destes
estados intermediários com os estados de oxidação/redução de cada
grupo prostético da enzima.
Os dados de análise quimica, das espectroscopias de RPE e
M6ssbauer e de EXAFS permitiram uma identificação preliminar dos
grupos prostéticos da hidrogenase de D.gigas. Esta enzima contém
quatro centros metálicos:
- Centroª FeLQ - um centro [3Fe-xS] e dois centros [4Fe-4S]2+/1+
- Cent~ g~ n1gy~l - um centro contendo um ião niqueI que, no
estado nativo, estã coordenado pelo menos a quatro àtomos de
enxofre. Scott et ai (25), através da técnica espectroscópica de
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tEXAFS, propuseram que a coordenação do centro de niqueI no estado
'oxidado da hidrogenase de D.gigas poderia ser do tipo
onde S4 serão átomos de enxofre presentes numa primeira esfera de
,
coordenação, a cerca de 0,21 nm do ião Ni(III), e S representam
dois átomos de enxofre um pouco mais distantes (0,23 nm) daquele
ião. Outra hipótese dos autores é uma coordenação
onde X representa àtomos coordenantes mais leves, eventualmente N
ou Q, a cerca de 0,19 nm do ião niqueI. Em qualquer dos casos, o
ião Ni(III) estaria numa geometria octaédrica com distorção te-
tragonal, de acordo com os dados de RPE. Os átomos de enxofre
poderão pertencer a residuos cisteina da cadeia polipeptidica. A
hidrogenase de D,giga:.=: contém 21 residuos S-cis, pelo que possui
um numero suficiente de cisteinas para coordenar todos os centros
Fe/S (são necessàrias 12 cisteinas para esta coordenação) e o ião
Ni(III). Os valores determinados para o conteudo em enxofre
làbil, S*, (11-12 àtomo-g de S* por mole de enzima) excluem a
possibilidade de coordenação de niqueI por este tipo de ião
sulfureto.
Os centros Fe/S parecem idênticos aos centros anàlogos
identificados em ferredoxinas, possuindo caracteristicas espec-
troscópicas bastante semelhantes às destes centros e oscilando
entre dois estados de oxidação interrelacionados por reacções de
transferência monoelectr6nicas.
Esquematicamente, a enzima pode ser representada pelo
seguinte diagrama:
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[3Fe-xS]
[4Fe-4S]2+/1+
[4Fe-4S]2+/l+
Ni-S X
x n
Diagrama V.I: Grupos prostéticos da
hidrogenase de D~gigas
V.8.l.1-Estado nativo
No estado nativo a enzima contém um centro [3Fe-xS] oxida-
do (S=1/2), responsàvel pelo sinal de RPE isotrópico a g=2,02, e
dois centros [4Fe-4S]2+/l+ oxidados, no estado +2 (S=O), silen-
ciosos em RPE. Neste estado não hà interacção magnética entre
estes agregados,
Os sinais de RPE a g=2,31, 2,23 e 2,02 (Qinal Ni-A) e a
g=2,33 2,16 e 2,02 (Sinal Ni-B) são inequivocamente devidos a
um centro paramagnético de niqueI, com S=1/2, como demonstrado
pela observação de desdobramento por interacção hiperfina nas
1 · h d RPE d t .. h' d ..d 61 N, A1n as e es es S1na1S em 1 rogenase enr1quec1 a em 1.
questão fundamental na identificação deste sinal reside na atri-
buição do estado de oxidação do ião niqueI. Este ião só pode
apresentar sistemas com S=1/2 nos estados de oxidação Ni(III)
7 9·(sistema d de spin baixo) e Ni(I) (sistema d ). A espectroscOp1a
de RPE, como referido no capitulo II, não permite uma identifica-
ção inequivoca destes estados de oxidação: os complexos de
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Ni(III) apresentam em geral espectros de RPE rÕmbicos, com va-
lores de g semelhantes aos dos sinais da hidrogenase (Capitulo
II), o que tem levado a atribuir estes sinais a um centro de
Ni(III) nesta enzima. Pelo contràrio, 05 complexos de Ni(I)
apresentam geralmente sinais de RPE mais axiais mas, variando a
estrutura dos ligandos, é possivel obter sinais rômbicos com
valores de g muito próximos dos observados em compostos de
Ni(III).
Outro dado relevante da quimica do niquel são os valores
de potencial redox para as transições Ni(III)/Ni(II) e Ni(II)/
Ni(I) (Capitulo II). A primeira transição ocorre geralmente a
potenciais positivos (cerca de 1 V) enquanto a segunda ocorre a
potenciais negativos (perto de -1 V), o que torna qualquer dos
estados de oxidação de niquel diferente de Ni(II) instável em
solução aquosa. Contudo, são conhecidos compostos de Ni(II) para
os quais estas transições se dão a potenciais bastante mais
próximos da zona de estabilidade da água, o que permite explicar
a estabilidade do ião niquel na hidrogenase. Este facto pressupõe
uma estabilidade elevada do estado Ni(III). Os estudos de Mar-
gerum et ai com ligandos peptidicos (27) e de Busch et ai (28)
com ligandos macrociclicos mostraram que a oxidação do ião Ni(II)
a Ni(III) em solução é acompanhada de um aumento do numero de
coordenação do ião Ni(III) (passagem de quadrangular plano, n=4,
nos compostos de Ni(II) para octaédrico com distorcão tetragonal,
n=6, ou mesmo apenas pentacoordenado, n=5, para os complexos de
Ni(III) ), que conduz a uma estabilizacão do estado de oxidação
superior. Por outro lado, o facto de a" enzima ser estàvel na
presença de oxigenio é, também, compativel com a existência do
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estado de oxidação mais elevado Ni(III).
Assim, embora os dados da quimica inorgânica e de eSPec-
troscopia de compostos de niqueI não permitam identificar com uma
certeza absoluta os estados de oxidação do niqueI na hidrogenase,
são compativeis com a atribuição até agora feita para o estado
Ni(III) na enzima nativa. No entanto, deve frisar-se novamente
que esta hipótese necessita de uma comprovação inequivoca atraves
de outras técnicas espectroscópicas ou pela sintese e caracte-
rização de compostos modelo de Ni(III) com ligandos possuindo
átomos coordenantes de enxofre.
A distinção entre os sinais tli-A e tli-~ advém essencial-
mente dos ciclos de reduçã%xidação efectuados com a hidrogenase
de D~qigas. Por reoxidação anaeróbica desta hidrogenase, depois
de redução sob H2, o primeiro sinal de RPE, presente no estado
nativo, a revelar-se é o âinal tli-~ que, continuando-se a reoxi-
dação, é progressivamente substituido pelo âingl Ni-A, ate se
atingir um estado idêntico ao de partida destes ciclos Este
efeito é particularmente nitido quando os ciclos são realizados
na presença de citocromo c 3 tetrahémico de D~giqas que, aparente-
mente, se comporta como uma armadilha de oxigénio (Figuras V.25-
26). Outra observação indirecta resulta da verificação de que
quando a enzima é purificada anaerobicamente e passando ditionito
de sódio nas colunas de cromatografia antes de carregar as frac-
ções de proteina, o sinal de RPE da enzima nativa apresenta uma
maior percentagem do sinal tli-~ em relação A enzima purificada
aerobicamente. Por ultimo, constata-se também, embora de modo
qualitativo, que as preparações de hidrogenase contendo maior
quantidade deste sinal Ni-B são mais fAcilmente reduzidas sob
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H2, isto é, o tempo de incubação necessàrio para o aparecimento
do sinal a g=2,19 é muito mais curto. DerVartanian et ai (29)
verificaram ainda que, após incubação sob 02' a relaxação do
sinal a g=2,31 aumenta significativamente. Contudo, os resultados
obtidos neste trabalho indicam que a relaxação destes sinais na
enzima nativa é muito semelhante.
Todos estes dados, quando comparados com os estudos de
activação da enzima, sugerem que o ~inal Ni-A corresponde á
enzima oxigenada e que o sinal Ni-B està associado à enzima
desoxigenada.
Os estudos espectroscópicos de RPE e Mõssbauer indicam que
no estado nativo da enzima contendo os sinais Ni-A e Ni-a não hã
interacção magnética entre os centros metàlicos. Assim, os esta-
dos da enzima oxigenada (E(02)) e desoxigenada CE) podem ser
representados pelos seguintes diagramas
[3Fe-xSJ
ox
[4Fe-4SJ 2+
[4Fe-4SJ 2+
Ni(III)-A
Forma oxigenada
- °2
[3Fe-xSJ
ox
[4Fe-4S]2+
[4Fe-4SJ 2+
Ni(III)-B
E
Forma desoxigenada
Sinais de RPE:
[3Fe-xS]ox g=2,02
Ni-A g=2,31 , 2,23 , 2,02'
[3Fe-xSJ
ox
g=2,02
Ni-a g=2,33 ,2,16 , 2,02
Diagrama V.2: Formas nativas da hidrogenase de D.gigas
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A forma desoxigenada corresponderá ao estado enzimático no
qual a enzima se encontra no que tem sido designado por "ready
state" , isto é, num estado em que a etapa de activação (redutora)
é possivel, sendo eliminada a primeira fase de activação.
A hidrogenase de D,desulTuricans (ATCC 27774) é semelhante
á hidrogenase de D,gigas, em termos da constituição dos centros
activos (ver capitulo IX). No estado nativo daquela hidrogenase
observa-se apenas um sinal de niqueI idêntico ao ~inal Ni-a; na
reacção de produção de hidrogénio desta hidrogenase não se detec-
ta a primeira fase de espera, o que está de acordo com a identi-
ficação proposta para os ~in~~ Ni-a ~ Ni-B e com a hipotese
atrás apresentada para a primeira fase de activação da hidroge-
nase de D,gigas.
A fracção de enzima isolada consistirá essencialmente numa
mistura destas duas formas, ambas inactivas.
V.8.1.2-Estados reduzidos da enzima
As titulações redox seguidas por RPE efectuadas por adição
de um redutor quimico (ditionito de sódio) indicam que os sinais
de RPE a g=2,02 e a g=2,31 desaparecem através de processos redox
monoelectrónicos com potenciais de -70 mV e -220 mV (a pH=8,5),
respectivamente. Este ültimo potencial é dependente do pH, de-
crescendo 60 mV por cada aumento de uma unidade de pH. Combinando
os resultados das espectroscopias de RPE e Mõssbauer, pode atri-
buir-se o processo a -70 mV á redução do centro [3Fe-xS]
ox
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[3Fe-xS]
ox
(S=1/2)
1 e
--------~. [3Fe-xS]red
,
E =-70 mV (S=2)
o
o processo a -220 mV foi sugerido corresponder á reducão de um
2+
centro [4Fe-4S] (ver secções anteriores)
,
E =-220 mV (S=1/2)
o (pH=8,5)
1 e--------~. [4Fe-4S]1+
(S=O)
[4Fe-4S]2+
Foi referida anteriormente outra hipótese para o desapare-
cimento do ainal Ni-A neste processo redox, envolvendo a reducão
do centro de niquei (transição Ni(III)/Ni(II». Contudo, não se
dispõe ainda de dados suficientes que permitam confirmar ou
excluir esta hipótese. Assim, e como hipótese de trabalho, na
discussão que se segueconsiderar-se-á apenas um modelo envol-
vendo a redução de um centro [4Fe-4S]2+/1+ associada ao potencial
de -220 mV.
A espectroscopia de M6ssbauer indica que o centro [3Fe-xS]
permanece na forma reduzida com S=2 a potenciais inferiores a -80
mV, não ocorrendo qualquer interconversão em centros [4Fe-4S].
Os centros [3Fe-xS]red são silenciosos em RPE, pelo menos
na região de g=2. No entanto, os centros [4Fe-4S]1+, em geral
com S=1/2, deviam dar origem a um sinal tipico com gmed=1,94. A
não observação deste sinal na maioria das amostras e o desapare-
cimento dos sinais de RPE Ni-A e Ni-ª pode ser explicada por
acoplamento magnético do centro [4Fe-4S]1+ com o centro de ni-
quel, de modo a resultar um sistema silencioso em RPE. Este
tipo de 1+acoplamento entre centros [4Fe-4S] e outros centros
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paramagnéticos tem sido proposto para diversas enzimas:
Esta enzima é um complexo multienzimàtico, constituido Por
quatro monómeros, cada um com um sirohemo, contendo um ião ferro
(III) de alto spin, e um agregado [4Fe4S]2+/1+ (SiR). Conjugando
dados espectroscópicos de Mõssbauer e RPE, mostrou-se que estes
dois centros estão acoplados magneticamente por um mecanismo de
superpermuta através de um ligando comum em ponte. Este acopla-
mento mantém-se em todos os estados de redução da enzima (SiR-1 e
SiR-2) pelo que, quando o centro [4Fe-4S] se encontra no estado
1+, com S=1/2, não se observa o sinal de RPE a g=1,94. Este sinal
é detectado apenas em complexos da enzima com ligandos fortes,
como CO e CN-, que transformam o hemo no estado reduzido em hemo
ferroso de baixo spin (S=O). No estado totalmente oxidado, o
sinal de Mõssbauer do centro Fe/S revela propriedades magnéticas,
tipicas de centros com spin electrónico semi-inteiro, sendo de-
pendente da direcção do campo aplicado, pelo que lhe deveria
estar associado um intenso sinal de RPE. Contudo, só é detectado
um sinal caracteristico de hemo férrico de alto spin (S=5/2), o
que indica que ambos os centros estão acoplados, partilhando o
spin electrónico S=5/2. Nos estados reduzidos observa-se nova-
mente o mesmo tipo de acoplamento. Em relação ao sistema em
estudo , é particularmente interessante o caso do complexo de SiR
com o ião sulfureto. Nesta situação o hemo é de baixo spin e
verifica-se que o primeiro centro a ser reduzido é o agregado
Fe/S, formando-se um sistema com Sh=1/2 e Sc=1/2, silencioso em
RPE. Não se observa interacção magnética hiperfina no espectro de
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5sbauer a baixa temperatura, isto é, o espectro consiste apenas
a sobreposição de dobletos de quadrupolo, indicando que todos os
ferro estão num sistema diamagnético, ou seja, o siro-
e o agregado FejS estão acoplados. Provou-se assim que o
~desaparecimento do sinal de RPE do sirohemo férrico, de baixo
f
no estado nativo da enzima, se devia â redu9ão de outro
metàlico a ele acoplado, mantendo-se o seu estado de
oxidação. Estudos de dependência do sinal com o campo aplicado
confirmaram novamente que o mecanismo de acoplamento é de super-
Este tipo de acoplamento foi observado também em outras
sulfito reductases (Dzvulqaris (30) e espinafre (31)).
A forma nativa desta hidrogenase consiste numa mistura de
formas de hidrogenase:
- formas inactivas, nas quais se observam sinais de RPE de
niqueI a g=2,33, 2,16 e 2,01 e a g=2,31, 2,23 e 2,01 (sinais
idênticos aos sinais Hi-a e Hi-A, respectivamente, da hidrogenase
de Dzqiqas) e um sinal isotr6pico a g=2,02, atribuido a um centro
[ 3Fe-xS] .
ox'
forma activa, em que são detectados sinais de RPE com valores
de g dependentes da frequência de microondas. Estes sinais apre-
sentam uma relaxação electr6nica mais ràpida que os anteriores,
revelando-se apenas a baixas temperaturas: sinal quase isotrópi-
co, com valores de g, ,=1,97 e gl=2,0086, atribuido a um centro
II _
[4Fe-4S]3+, e com as linhas apresentando um ligeiro desdobramen-
to, e um sinal com valores de g semelhantes aos sinais Ni-A e ~i-
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ª , também desdobrados em torno dos valores de g destes 5inais~ A
observação deste sinal, revelando interacção entre centros para-
magnéticos, foi explicada pelos autores como devido a um acopla-
mento de permuta entre os centros de Ni(III) e o centro [4Fe-
48]3+. O valor do desdobramento das linhas de RPE levou os au-
tores a postularem uma distância mãxima de 1,2 nm entre os dOis
centros.
- tletilaminª desidrQ.genas§..§. (32)-
Estas enzimas contêm grupos FMN e centros [4Fe-4S]2+/1+.
Por adição do substrato dã-se uma redução bielectrónica do grupo
flavínico, com formação de FMNH2, seguida de uma transferência
monoelectrónica lenta deste grupo para o centro [4Fe-4S]2+. For-
ma-se então um estado tripleto, por interacção entre FMNH+
(S=1/2) e o centro [4Fe-4S]1+ (8=1/2), originando um sinal de RPE
interpretado como resultado deste acoplamento de spin entre ambos
os centros paramagnéticos. Por redução com ditionito não se
observa o sinal de interacção, o que sugere que a presença do
substrato induz uma mudança conformacional necessão spin-spin.
Como referido em alíneas anteriores, também nesta enzima
parece haver uma interacção de permuta entre centros paramagne-
ticos, originando o desdobramento das linhas dos sinais de cada
centro.
Estes dados tornam plausivel a hipótese de acoplamento
entre o centro de Ni(III) e o centro [4Fe-4S]1+ no estado silen-
cioso em RPE atingido com E~=-220 mV , na hidrogenase de D,gigas.
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Diversos autores têm referido que para estes tipos de
tacoplamento serem efectivos é necessàrio que a distância entre os
~centros envolvidos seja inferior a 1,2 nm (35,36). Em relação a
T
J,este ponto é de referir que por EXAFS se detecta um dispersor a
~.' cerca de 0,4 nm do centro de niquel na hidrogenase, ainda não
~.
~identificado. No entanto, não se dispõe ainda de dados que
~'
r(
~permitam caracterizar quer o tipo de acoplamento quer o spin
~ total dos sistemas acoplados na hidrogenase de D,gigas. O facto
r
"~'
t de se observarem sempre espectros magnéticos de Môssbauer nos
estados reduzidos da enzima, para além do espectro do centro
[3Fe-x5] d' embora em geral não se observem sinais de RPE parare
os centros [4Fe-45]1+, sugere que o spin total do sistema e
diferente de 5=0 ou 5=1/2. Os vàrios exemplos acima referidos,
i bem como os resultados obtidos para diversos estados de redução e
1
Li complexação da sulfito reductase, indicam que o acoplamento entre
sistemas com 5=1/2 pode dar origem a estados com diversos valores
de spin total. Tambem não se pode excluir a hip6tese de os sinais
de RPE a g=1,94 não serem detectados devido ao facto do spin
electr6nico total 1+dos agregados [4Fe-4S] ser superior a 1/2,
como observado na proteina Fe da nitrogenase de A.vineIandii (15)
e nas ferredoxinas com selénio de C.pasteurianum (14).
Em relação á activação da enzima, Merge et aI (25) verifi-
o estado enzimàtico silencioso em RPE constitua a forma activa da
caram que a enzima depois de activada é desactivada pelo poten-
pH=8,5 e Berlier et aI (23) mostraram que a activação sob hi-
amV
,
E =-220
o
de um processo monoelectr6nico comatravéscial
drogénio corresponde á redução de centros Fe/S. A comparação
destas observações com as evidências espectrosc6picas sugere que
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enzima, isto é, a forma que pode reagir com H2 .
Deve referir-se ainda, embora seja um facto ainda não
completamente elucidado, que a redução do centro [3Fe-xS] e o
desaparecimento do sinal a g=2,31 seguem a ordem dos potenciais
redox quando se adiciona um redutor quimico, mas que na presença
do substrato natural, H2, esta redução é aproximadamente si-
multânea. Este facto pode resultar quer de alterações conforma-
cionais na presença do substrato natural, modificando o potencial
redox dos centros, como por exemplo se observa na metilamina
desidrogenase (32), quer de os estados enzimàticos obtidos cor-
responderem a estados em que o equilíbrio redox entre todas as
moléculas de enzima na amostra não ter sido atingido.
Pode assim caracterizar-se o estado activo da enzima como
contendo um centro [3Fe-xS] reduzido, um centro [4Fe-4S]2+/1+
reduzido e magneticamente acoplado ao centro de Ni(III) e um
centro [4Fe-4S]2+/1+ oxidado (Diagrama V.3).
[3Fe-xS] d
re
[4Fe-4S]2+
[4Fe-4S]1+
I
Ni(III)
E
r e d
Forma activa
(silenciosa em RPE)
Diagrama V.3: Forma activa da hidrogenase de D.gigas
o ciclo de activação poderà então ser traduzido pela
sequência de reacções representadas no diagrama V.4.
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(redutor
quimico)
,
E =-70 mí!
o
+ 1 e
[3Fe-xS] d
re
[4Fe-4S]2+
[4Fe-4SJ 2+
Ni(III)
(redutor
quimico)
,
E
o=-220 mí!
[3Fe-xS] (3Fe-xS]ox [3Fe-xS]redox
[4Fe-4S]2+ - O [4Fe-4S]2+ [4Fe-4S]2+2
"
.,:
[4Fe-4S]2+ • [4Fe-4S]2+ [4Fe-4S]1++ °2 H 2
I
Ni(III)-A Ni(III)-B Ni(III)
Diagrama V.4: Ciclo de activa~ão da hidrogenase de D,gigas
Forma
desoxigenada
Forma activa
Fase de activa~ão
redutora
E
Forma
oxigenada
E(OZ) •
Desoxigenação
Para que este processo de activação sob hidrogénio seja
possivel é necessàrio postular a presença de uma pequena quanti-
dade de hidrogenase activa na fracção nativa.
O estabelecimento dos varios intermediârios do ciclo cata-
litico é, neste momento, mais dificil. Os dados disponiveis são
descritos nas alineas seguintes.
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Após o estado silencioso em RPE (Forma activa), observa-se
a formação dos sinais de RPE a g=2,19 (,Sinal .N.i.=Q) e a g="2,21",
por redução da hidrogenase de D.gigas sob hidrogénio. Em algumas
preparações da enzima observa-se concomitantemente com o sinal a
g=2,19 um sinal de um centro [4Fe-4S]1+ e, nos estados mais
reduzidos da enzima, revela-se outro sinal devido a centros [4Fe-
Estes sinais têm sido detectados apenas em preparações
enzimãticas com menor actividade especifica (cerca de 90 moI
H2.mg-
1.min-1), enquanto nas preparações mais activas (300-400
moI H2.mg-
1.min-1) são detectãveis s6mente os sinais a g=2,19 e
2,21. No entanto, a evidência obtida por espectroscopia de
Mõssbauer indica que nos estados mais reduzidos da enzima todos
os centros [4Fe-4S] estão reduzidos.
o sinal a g=2,19 deve-se a um centro de niqueI, de acordo
com a observação de desdobramento por interacção hiperfina nas
linhas do sinal de hidrogenase enriquecida em 61 Ni. Sendo uma
espécie com S=1/2, s6 pode ser devida a iões Ni(I) ou Ni(III). A
partir dos valores de g deste sinal não é possivel distinguir
entre estes dois estados de oxidação.
A origem do sinal a g=2,21 é ainda desconhecida; a sua
forma sugere a existência de interacção magnética entre dois
centros paramagnéticos. O facto de as larguras de linha deste
sinal não serem afectadas pelo is6topo 61 Ni, indica que ele pode
resultar de centros [4Fe-4S]1+.
- Lissolo et ai (24) mostraram que a activação da enzima sob
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hidrogénio està associada a um processo redox monoelectr6nico com
,
E =-350 mV, a pH=8,5.
o
~ As titulações redox seguidas por RPE revelaram que o sinal a
g=2,19 se começa a formar a potenciais inferiores a -300 mV,
atinge um màximo de intensidade a cerca de -380 e quase desapa-
rece a potenciais inferiores a -400 mV. O sinal a g=2,21 tem um
comportamento semelhante, embora a potenciais mais negativos- a
intensidade màxima é atingida perto de -400 mV e a -430 mV a sua
intensidade està reduzida a cerca de 50% do valor màximo. O
ajuste teórico de curvas de Nernst a este processo é dificil,
particularmente por não ser conhecido com precisão o valor das
intensidades màximas de ambos os sinais.
passos de transferência electrónica entre o centro activo e os
outros centros enzimàticos, identificar os estados de oxidação do
curvas de titulação dos estados intermediàrios, estabelecer os
discutidosPara a interpretação destes resultados serão
niqueI e o centro enzimàtico onde ocorre a activação da molecula
dois modelos, tendo como principal objectivo explicar a forma das
de hidrogénio, discutindo-se a presença de um intermediàrio hi-
dreto. Comecar-se-á por este ultimo ponto.
V.8.2.1-Caracterização do intermediàrio hidreto
Como referido no inicio desta secção, a ocorrência do
mecanismo heterolitico leva a postular a formação de um interme-
diàrio enzima-hidreto. A primeira questão que se põe é saber se a
activação da molécula de hidrogénio ocorre num centro Fe/S ou no
centro de niqueI. Diversos factores levam a preferir a segunda
hipótese.
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- Nas reacções de hidrogenação catalitica de hidrocarbonetos, que
se supõe envolver complexos hidreto como a espécie cataliticamen-
te activa, os complexos de niqueI têm-se revelado extremamente
eficientes, ou seja, o niqueI é um metal que apresenta elevada
reactividade em relação ao hidrogénio molecular;
- São conhecidos hidretos de niqueI estáveis, em geral em com-
plexos com ligandos aceitadores de electrões, como é o caso de
ligandos coordenados através de átomos de enxofre;
- A activação da molécula de hidrogénio pela hidrogenase ocorre
pelo mecanismo heterolitico. Como foi referido no capitulo IV,
este modo de activação é comum em metais como o niquei, bem como
nos sistemas modelo referidos no Capitulo II;
- Os centros [4Fe-4S]2+/1+ e [3Fe-xS] presentes nas ferredoxinas
bacterianas não possuem actividade catalitica pr6pria em relação
a qualquer substrato e, em particular, ao hidrogénio molecular.
Os agregados deste tipo caracterizados na hidrogenase de D~qiqas
são idênticos a estes centros, pelo que não parece plausivel a
sua reactividade com H2 . Nas hidrogenase contendo apenas centros
Fe/S (hidrogenases de D.vulqaris e C.pasteurianum), pelo menos um
dos centros Fe/S apresenta caracteristicas espectroscópicas in-
vulgares, o qual poderà corresponder á espécie cataliticamente
activa. Este tipo de centro não tem sido observado nas hidroge-
nases [NiFe]. Assim, os centros Fe/S destas hidrogenases poderão
estar limitados apenas a reacções de transferência electronica
intra ou intermoleculares.
Quanto aos sinais de RPE detectados no estado reduzido da
enzima, algumas evidências experimentais parecem apontar para que
o sinal a g=2,19 (Sinal de Hi-Q) corresponda ao intermediàrio
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aS larguras de linha do sinal são ligeiramente menores em D20
que é compativel com esta hipotese;
Albracht et ai (36) estudaram a transformação do sinal a g=2,19
hidrogenase de Ch,vinosum por acção da luz em soluções de H20
020' Por irradiação a cerca de 20 K, o sinal é totalmente
,transformado em outro sinal com valores de g a 2,28, 2,05 e
esta transformação é irreversivel a temperaturas inferiores
K, mas completamente reversivel quando a amostra depois de
irradiada é aquecida no escuro até 200 K. Em 020 a velocidade
de transformação do sinal a g=2,19 por irradiação, es-
diversas intensidades de radiação, é aproximadamente
}8 % da velocidade observada em H20 . Este efeito levou os autores
~ proporem que a ligação sensivel á luz seja uma ligação directa
Além deste efeito, foi também observada uma diminuição de
de 0,5 mT na largura de linha do sinal a g=2,19 desta
hidrogenase em 020' indicando novamente que a interaccão hiperfi-
na de niquei com protões contribui para a largura de linha do
sinal. Os autores detectaram efeitos semelhantes na hidrogenase
de Vibrio succinogenes. A semelhança dos sinais de RPE de niquei
detectados nashidrogenases de D,gigas e Ch,vinosum nos estados
nativo e reduzidos de ambas as enzimas sugere que os centros de
niquei de ambas as hidrogenases são semelhantes, o que permite
extrapolar os resultados obtidos para a hidrogenase de Ch,vinosum
para a hidrogenase de D:gigas.
- Por ultimo, os estudos de actividade catalitica realizados por
Lissolo et ai (24), revelaram que a activação da hidrogenase de
D,gigas ocorre a potenciais semelhantes aos associados ao apare-
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cimento do singl Ni-C, pelo que a espécie associada a este sinal
deve representar um intermediário do ciclo catalitico.
Estes resultados sugerem que o sinal a g=2,19 representa,
de facto, um complexo Ni-H. A discussão que se segue partirà
deste pressuposto.
o passo final da oxidação de H2 consistirà na dissociação
do complexo hidreto,
ou seja, pode envolver um passo de redução bielectrónico. Embora
estes electrões sejam possivelmente transferidos para outros
centros enzimáticos, intermediàrios entre o centro activo e 05
aceitantes exógenos, i~ vivo, não é provàvel que estes dois
passos de transferência electr6nica ocorram em simultâneo. Esta
transferência seria possivel se ocoresse por transferência de
ligando ou se o centro metálico for de facto um complexo hetero-
nuclear em que o ião niqueI e iões ferro de centros [4Fe-4S] se
encontram numa estrutura electrónica deslocalizada. Contudo, para
o sinal a g=2,19 não se detecta alargamento das linhas na presen-
ça de 57Fe, o que, pelo menos em parte, contraria esta hip6tese,
levando a considerar a existência de um passo de transferência
bielectrónica no ciclo catalitico.
V.8.2.2Modelos para o ciclo catalítico
V.10.
Os modelos que serão considerados resumem-se na Tabela
Um modo possivel de interpretar a sequência de sinais de
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~.
IRPE de niqueI observada por redução da hidrogenase de Dlgigas sob
~;'­í1f,
'i'bidrogénio é supor que ocorrem reduções sucessivas do centro de
~(
r/niqueI, presente no estado nativo da enzima no estado Ni (III) ,
~'
t~até ao estado Ni(O) na forma mais reduzida da enzima.
:'j-~
s..
e.
?' Ni(III) ~ Ni(II) ~ Ni(I) ~ Ni(O)
(5=1/2) (5=1/2)
No estado oxidado da enzima, não activo, os sinais de RPE
Ni-A e Mi-a corresponderiam a um ião Ni(III), com 5=1/2, em
conformações diferentes (ver secção anterior). O primeiro estado
,
silencioso em RPE, atingido com E
o=-220 mV (pH=8,5), estaria
associado á redução de Ni(III) a Ni(II); este ião, em geral com
5=0, não é activo em RPE. Uma nova redução deste centro levaria á
formação de um ião Ni(I) (5=1/2), eventualmente um complexo
hidreto Ni(I)-H, correspondendo ao sinal a g="2,lS". No estado
final de redução da enzima, novamente silencioso em RPE, o ião
niqueI seria reduzido a Ni(O) (sistema d10, com 5=0, e por isso
não activo em RPE).
Porém, os dados obtidos para a hidrogenase de Vlgigas e,
como se verá adiante, para as hidrogenases de outras bactérias
redutoras de sulfato, não parecem compatíveis com esta hipotese,
devido essencialmente aos seguintes pontos:
- O primeiro estado silencioso em RPE, de acordo com os dados de
espectroscopia de M6ssbauer, resulta de um acoplamento entre um
centro [4Fe-45J 1+ (5=1/2) e outro centro paramagnético, possivel-
mente Ni(III) (5=1/2);
- O aparecimento do sinal a g=2,lS poderia resultar de uma re-
dução bielectr6nica Ni(III)-Ni(I), na presença de hidrogénio.
Mas, neste caso, este sinal não corresponderia á presença de um
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TABELA V.IO: Estados de oxidação do niqueI
na hidrogenase de D.gigas
Ni(III)
Ni(III)
(acoplado)
Ni(III)
Ni(II)
Estados da enzima e
sinais de RPE de niqueI
Estado Oxidado
Sina.i.§ .tfi-~ Hi-~
g= 2,31 2,23 2,02
g= 2,33 2,16 2,01
Estado activo
(Silencioso em RPE)
Intermediàrio hidreto
Sinal Ni-C
g=2,19 2,14 2,02
Ni(I)-H Ni(III)-H
limitaria aquele sinal a centros Fe/S.
complexo Ni(I)-H. O sinal a g=2,21 não poderia também, nesta
situação, corresponder a uma espécie de niqueI, mesmo acoplada
Ni(II)Ni(O)Estado reduzido
- O passo final do ciclo catalitico deve envolver uma reacção
magneticamente a outro centro, pois o ião Ni(O) tem S=O, o que
bielectrónica, provavelmente a partir da espécie associada ao
sinal de RPE a g=2,19, o que contraria novamente este esquema.
Os dados de quimica do niqueI levam a preferir um ciclo
catalitico que envolva um menor nomero de estados de oxidação do
niqueI. Em particular, o estado Ni(O) é altamente reactivo, com
potenciais redox para a transição Ni(I)/Ni(O) da ordem dos -2 V,
valor muito afastado dos valores de -350 a -400 mV observados
para as transições na hidrogenase de D.gigas. Além disso, em
geral uma dada coordenação do ião niqueI não estabiliza si-
multaneamente os estados de oxidação superiores ou inferiores a
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tendo mesmo sido observada uma relação inversa de poten-
'iais redox para as transições Ni(III)/Ni(II) e Ni(II)/Ni(I) para
omplexos de niquel com ligandos macrocielicos (Capitulo II).
lL l:UJ..llUilIUlll
Este modelo resulta essencialmente das considerações ante-
numa tentativa de reduzir ao minimo o numero de estados
oxidação do niqueI envolvidos no ciclo catalitico. Foi propos-
como uma hipótese de trabalho (38), numa tentativa de reunir
todas as informações de que então se dispunha. Os dados entretan-
"to adquiridos permitem uma extensão deste modelo. Utilizar-se-à
também como base deste modelo o ciclo catalitico de produção de
hidrogénio apresentado por Alvarez e Hoffman (39), referido no
Capitulo II, o qual, por facilidade de discussão, se apresenta de
novo na figura V.44.
e
H
/
H H
S I S S IS
<, M< ~ } <, M< ~)
S/ <, S ......"'------S/ <, S
e
Figura V.44: Esquema catalitico para a produção de hidrogénio
a partir de ditiolenos de niqueI (39)
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e mostra um possivel mecanismo para a eliminação da molécula de
associada á dissociacão ou ligação do protão do centro de niqueI,
necessidade de ocorrer uma transição bielectrónica Ni(IV)/NiCIII)
aeste esquema evidencia
Para além da demonstracão teórica da possibilidade de um
NiCIII) formar complexos hidreto,ião
hidrogénio.
,
-Estado ~ctivQ: A redução a E
o=-220 mV (pH=8,5) é atribuida á
transição
1 e
[4Fe-4S]2+ , [4Fe-4S]1+
-220 mV
o estado silencioso em RPE formado após esta transição, ou
seja, a não observação dos sinais de Ni(III) presentes no estado
nativo, pode ser explicado postulando o acoplamento magnético
entre o centro [4Fe-4S]1+ e o ião Ni(III), resultando num sistema
não detectável em RPE. Este tipo de acoplamento tem sido observa-
do em diversas enzimas (ver secção anterior), parecendo resultar
de processos de superpermuta através de um ligando em ponte,
comum a ambos os centros paramagnéticos.
Esta hipótese leva á definição de uma nova unidade funcio-
nal em metaloenzimas- um centro heteronuclear contendo um ião
Ni(III) 1+e um agregado [4Fe-4S] -, presente no estado activo da
enzima e responsável pela activação de hidrogénio em hidrogenases
do tipo [NiFe] (ver discussão no capitulo X).
O potencial redox atribuido á redução do centro [4Fe-4S]
(-220 mV) tem um valor mais elevado que o geralmente encontrado
para este tipo de centros. Esta diferença, de acordo com o modelo
proposto, poderia resultar da formação desta unidade funcional,
que estabilizaria o estado [4Fe-4S]1+.
274
Por ligação da moleculaIti;.'.;y.:~L- --de hidrogénio. e de acordo com o mecanismo de cisão heterolitica.
fi~forma-se um ião hidreto. O sitio de ligação deste ião seria o
~. centro de niqueI. formando-se um ião NiCIII)-H. correspondendo ao
ii
~'
~.. sinal de RPE a g="2, 19". O acoplamento entre o centro de niquele
~' o centro [4Fe-4S] 1+ é quebrado, resultando na observação do sinal
de RPE de niqueI.
O protão resultante da cisão heterolitica deverà ser esta-
bilizado por uma base na vizinhança daqueles centros. Vàrias
r hipóteses podem ser consideradas: ligação a um grupo ionizàvel da
~ cadeia polipeptidica; ligação a um ligando do ião Ni(III), tal
( como é proposto para o sistema modelo Pd(salen), acompanhada da
,,;
; quebra da ligação deste ligando ao ião niqueI; ligação ao hi-
~·•.• potético ligando em ponte entre os centros de ndqueL e [4Fe-
/
ou mesmo a este agregado, quebrando assim o acoplamento
Em qualquer dos casos, a quebra de acoplamento explicaria
,;
vi a observação, em algumas amostras, de um sinal de RPE tipico de
centros [4Fe-4S]1+ com S=1/2 (sinal a g="1,94"), em s imultãneo
com o sinal de niqueI a g=2,19. Contudo, é necessàrio explicar o
não aparecimento destes sinais na maioria das amostras da hidro-
, genase de D,gigas. Este facto pode resultar quer de o centro
[4Fe-4S]1+ se manter acoplado a outro centro paramagnético, quer
de propriedades electrónicas particulares (estado de spin e velo-
~:- .
cidade de relaxação). De acordo com o modelo considerado, neste
estado da enzima apenas existem mais dois centros paramagnéticos
com os quais seria possivel o acoplamento: o centro de niqueI
(III) e o centro [3Fe-xS]red. A observação de desdobramento a
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explicação proposta por Albracht et ai (37) para a origem deste
pode indicar que os centros
baixa temperatura do sinal de níquel a g=2,28,
sinal (quebra da ligação Ni(I)-H ),
considerando a
de Ni(III) e [4Fe-4S]1+ se mantêm numa conformação em que o
acoplamento entre estes dois centros é possível. Nesta situação,a
proximidade do centro de níquel poderia alterar significativamen-
1+te as propriedades de relaxação do centro [4Fe-4S] , tornando-o
não detectàvel em RPE. Por outro lado, os dados disponíveis não
permitem excluir a hipótese de o centro [3Fe-xS]red estar acopla-
do ao centro [4Fe-4S]1+ (por exemplo, Johnson et ai (19) pro-
puseram que o facto de o sinal de RPE a g=12, atribuido ao centro
[3Fe-xS]red' não ser observado em alguns estados de redução da
enzima, poderia resultar do acoplamento 'deste centro a outro
paramagneto) .
Por ultimo, é de referir que recentemente têm sido detec-
tados estados de spin semi-inteiros, superiores a 1/2, para
1+
centros [4Fe-4S] , resultando em sistemas em que não se observa
o sinal de RPE típico destes centros com S=1/2 a g=1,94. Estes
estados de spin são bastante sensiveis à conformação da proteina,
podendo ser interconvertidos por acção de agentes externos (por
exemplo, ureia) (15). Contudo, nestes casos têm sido encontrados
sinais de RPE a campo baixo (região de g=3 e g=5), de fraca
intensidade, que não foram ainda observados para a hidrogenase de
D.qiqas.
catalítico serão a redução do centro de niqueI e do centro [4Fe-
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]2+, envolvendo a dissociação do complexo hidreto e uma redução
do ião niqueI. Utilizando o modelo de Alvarez e
propõe-se a seguinte hipotese:
o segundo centro [4Fe-4S]2+ oxida o complexo Ni(III)-H, forman-
intermediario altamente reactivo Ni(IV)-H o qual, rapi-
se dissociaria, formando um ião Ni(II) e libertando um
Esta hipótese leva a considerar a formação de um estado
oxidação instável do niqueI, Ni(IV), cujo potencial de reducão
em geral, bastante positivo. Porem, são conhecidos exemplos de
complexos de Ni(IV) com potenciais de redução da mesma ordem de
dos potenciais para a redução Ni(III)/Ni(II) (40). Por
outro lado, e tal como ja foi referido, a coordenação do centro
de niqueI é certamente bastante peculiar, atendendo â estabiliza-
ção pouco usual do ião Ni(III) na hidrogenase em relação aos
complexos deste ião. A proximidade dos centros [4Fe-4S]1+ pode
também contribuir para a estabilização do intermediario de
Ni(IV), para além de uma possivel contribuição dos ligandos do
Ni(IV) na estabilizacão da carga deste ião.
O novo centro [4Fe-4S]1+ poderia estar acoplado ao outro
centro [4Fe~4S]1+, originando o sinal de RPE complexo observado a
baixa temperatura em algumas amostras-da hidrogenase de D.qiqas.
A sequência reaccional do ciclo catalitico de consumo de
hidrogénio seria assim traduzida pelo diagrama V.5.
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[3Fe-xS]
red
[4Fe-4S]2+
[4Fe-4S]1+ + H2
Ni(III)-A
Forma
activa
Silenciosa
em RPE
[3Fe-xS]red
[4Fe-4SJ 2+
[4Fe-4S]1+
Ni(III)-H
X-H+
Intermediàrio
hidreto
Sinal a g=2,19
[3Fe-xS] d
re
[4Fe-4S]1+
I
[4Fe~4S]1+
Ni(IV)-H
Intermediàrio de
redução
[3Fe-xS] d
re
[4Fe-4S]l+
I
[4Fe~4S]l+
Ni(II)
Estado final de redução
Diagrama V.S: Ciclo catalitico de consumo de hidrogénio
pela hidrogenase de D,gigas
Contudo, numerosos factos ficam ainda por explicar por
este modelo, nomeadamente:
- O aparecimento do sinal a g=2,19 está associado a um processo
,
redox com E < -350 mV. Os dados disponiveis não permitem explicar
o
o processo envolvido nesta reacção de oxidação/redução, bem como
a forma da curva de titulação deste sinal. O seu desaparecimento
ocorre a potenciais inferiores a -400 mV. De acordo com este
modelo, esta transição pode estar associada á redução do centro
[4Fe-4S], que teria um potencial de redução inferior a -400 mV,
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'um valor semelhante ao geralmente encontrado para estes centros.
O sinal a g="2,21" tem um comportamento redox semelhante ao do
a g=2,19, embora a potenciais ligeiramente inferiores. O
alargamento das linhas deste sinal com 61 Ni sugere que o
pode ser devido apenas a centros [4Fe-4SJ 1+ , magnéticamente
acoplados.
Uma elucidação definitiva do ciclo catalitico necessita,
da clarificação inequivoca de diversos pontos:
- origem dos sinais de RPE a g=2,19, a g=2,21 e a g=2,28, e
quais os.processos redox associados a estes sinais;
~ determinação do estado de oxidação do niqueI nos varios estados
enzimàticos;
- determinação do estado spin dos centros [4Fe-4SJ 1+ nos vàrios
estados da enzima e estudo detalhado dos processos de
acoplamento magnetico;
- origem do sinal isotr6pico a g=2,0, do tipo observado em
radicais, detectado em certos estados de redução da enzima.
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QA~TUL..Q V.:b.:
HIDROGENASE DE
~Q.Q~Q..YI.l2RI O ~A..QQ.LA.:J::U s
A bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio baculatus,
9974 (DSM 1743) foi isolada de uma cultura bacteriana
ista designada por Chloropseudomonas ethilica (1). Esta estirpe
ifoi inicialmente designada por Desult"ovibrio e i trv Fi c e , Apresenta
caracteristicas semelhantes a Desulfovibrio desulfuri-
(estirpe Norway 4), nomeadamente em relação ás propriedades
000 das ferredoxinas, citocromo c 3 tetrahémico, sulfito reductase
o (desulforubidina) e hidrogenases (1-4 e este trabalho).
Foram isoladas três formas diferentes de hidrogenase de
D,baculatus, possivelmente com diferente localização celular:
periplasma, citoplasma e membrana. A caracterização espectrosco-
pica (RPE) e catalitica preliminar é descrita neste capitulo.
tractos brutos.
As células de D:baculatus (estirpe 9974, DSM 1743) foram
timentação celular das hidrogenases, prepararam-se diversos ex-
A purificação
VI.I-Métodos g~ :eYrifica~Q. ~§. b.idrQ.,genases g~
º.=..kª~~a.ª.tg2:
crescidas no meio padrão de lactato-sulfato (5)
foi realizada aerobicamente. Como se pretendia estudar a compar-
Utilizou-se um método de purificação análogo ao descrito
no capitulo anterior para a extracção dos componentes periplas-
màticos deste organismo. Suspenderam-se 700 g de células em 500
mI de Tris/HCl 50 mM, homogeneizando-se a suspensão com o agita-
dor magnético. Centrifugou-se a solução a 20.000 rpm durante 50
min, recolhendo-se a solução sobrenadante. A extracção foi repe-
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tida mais uma vez, congelando-se de seguida as células e combi-
nando-se as soluções sobrenadantes de ambas as extrações. Esta
soluçao foi concentrada por ultrafiltraçao num Diaflo (Amicon),
usando-se uma membrana YM-30, até 420 mI. Diluiu-se esta fraccão
até 600 mI e adsorveu-se numa coluna de DEAE-BioGel A (5x28 cm)
previamente equilibrada com Tris/HCI 10 mM. Aplicou-se um gra-
diente continuo de Tris/HCI 10 mM - 400 mM (750 mI de cada). A
fracção contendo hidrogenase foi recolhida num volume total de
300 mI a uma força iónica próxima de 200 mM e dialisada durante
12 h. Carregou-se esta fracção numa outra coluna de DEAE-BioGel A
(3,5x32 cm) equilibrada em Tris/HCI 10 mM e iniciou-se um gra-
diente linear deste tampão 10 - 400 mM. A hidrogenase foi obtida
num volume total de 190 mI e aplicada numa coluna de hidroxilapa-
tite (3,5x15 cm) equilibrada em Tris/HCI 250 mM. A coluna foi
lavada sucessivamente com 100 mI de soluções tampão de Tris/HCI
com as seguintes molaridades: 250 , 200 , 100 e 10 mM. Iniciou-se
então um gradiente continuo de tampão fosfato 1 mM - 500 mM (500
mI de cada). A fracQão de hidrogenase foi recolhida em 150 mI de
solução, dialisada e carregada numa terceira coluna de DEAE-
BioGel A (3,5x32 cm) equilibrada em Tris/HCI 10 mM. Realizou-se
um gradiente continuo de Tris/HCI (500 mI 10 mM e 500 mI 400 mM).
A fracção principal de hidrogenas e apresentava uma razão de
absorvâncias A390/A280 de 0,28 e uma actividade especifica de 530
-1 -1~mol H2 produzido.min .mg .
Foram suspensas 740 g de células em 500 mI de Tris/HCI
50 mM, que se partiram passando duas vezes numa "French Press" a
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Ib.m-2. Adicionaram-se alguns miligramas de DNAse e o
bruto foi obtido por centrifugação a 20.000 rpm durante
mino A fracçao particular foi resuspendida em 60 mI de
50 mM. Obtiveram-se assim duas fracções contendo
respectivamente, hidrogenase solavel e membranar.
o extracto bruto (1560 mI) foi adsorvido numa coluna de
DEAE-52 (5x56 cm) equilibrada com Tris/HCI 10 mM. Iniciou-se um
gradiente continuo de Tris/HCI 10 mM-500 mM (1000 mI de cada). A
fracção contendo hidrogenase (300 mI) foi recolhida a uma força
iónica de cerca de 200 mM, dialisada durante 12 h e carregada
numa coluna de DEAE-BioGel A (3,5x32 cm) equilibrada em Tris/HCI
10 mM. Aplicou-se um gradiente continuo de Tris/HCI (500 mI 10 mM
e 500 mI 400 mM). A hidrogenase recolheu-se numa fracção com o
volume de 200 mI. Após nova diâlise, esta fracção foi adsorvida
segunda coluna de DEAE-BioGel (3,5x40 cm) equilibrada em
Tris/HCI 10 mM. Esta coluna foi eluida com um gradiente continuo
de Tris/HCI 10 mM-400 mM (500 mI de cada). A fracção contendo
hidrogenase, com um volume de 125 mI, foi dialisada e carregada
numa terceira coluna de DEAE-BioGel A (3.5x30 cm), equilibrada em
Tris/HCI 10 mM. Por eluição com um gradiente continuo daquele
tampão (500 mI 10mM - 500 mI 400 mM) obteve-se uma fracção con-
tendo hidrogenase pura com uma razão de absorvâncias A390/A280 e
0,25 e uma actividade especifica de 461 pmol H2 produzido.min-
1
-1
.mg .
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Solubiliza~Q da hidro~ngse - O precipitado em suspensão
foi sonificado duas vezes durante 3 min na presença de deoxicola-
to de sódio (1,5 % p/v). A fracção Bonificada foi centrifugada 1
h a 20.000 rpm, dialisada e centrifugada novamente 1,5 h a 20.000
rpm. A fracção contendo a hidrogenase solubilizada (70 mI) adi-
cionou-se pancreatina (1 mg/ 10 mg de hidrogenase) e incubou-se a
mistura a 50 °c durante' 50 mino Em seguida centrifugou-se a
mistura a 20000 rpm por 1 h e recolheu-se a solução sobrenadante
contendo a hidrogenase solubilizada.
furific~ão - A fracção de hidrogenase foi diluida ate 100
mI e adsorvida numa coluna de DEAE-BioGel A (3,5x32 cm) equili-
brada com Tris/Hcl 10 mM. Por eluição com um gradiente linear de
Tris/HCI 10 mM-300 mM (500 mI de cada) obteve-se uma fracção
contendo hidrogenase e citocromos (200 mI). Esta fracção foi
diluída duas vezes e carregada numa segunda coluna de DEAE-BioGel
A (3,5x35 cm) equilibrada com Tris/HCI 10 mM. Aplicou-se um
gradiente continuo de Tris/HCI (500 mI 10 mM e 500 mI 400 mM).
Recolheram-se duas bandas contendo actividade hidrogenase. A
fracção menos acidica - Hidrogenase membranar 1- tinha uma razão
de absorvâncias A390/A280 de 0,1 e uma actividade especifica de
-1 -147 ~mol H2 produzido.min .mg A fracção mais acidica - Hidro-
genase membranar 11- foi obtida com uma razão de absorvâncias
A390/A280 de 0,14 e uma actividade especifica de 121 ~molH2
d 'd . -1 -1 E t d f ~ d h'dpro UZ1 O.m1n .mg . s as uas racçoes e 1 rogenase apresen-
tam características fisico-químicas muito semelhantes, pelo que
nas alíneas seguintes não se fará uma distinção de ambas as
fracções,
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VI. 2-.Qarªºteriza~Q.Fisico=.2Y,im,1ca
VI.2.1-Massª Mo~culax:
As massas moleculares das hidrogenases de D,baculatus
determinadas por filtração em gel por HPLC, obtendo-se para
as formas da enzima um valor de 100± 10 kDa. A massa
das subunidades foi determinada por electroforese em
geis de poliacrilamida na presenca de SDS (Tabela VI.I).
TABELA VI.l:Massa Molecular das
Hidrogenases de D,baculatus
Fracção Massa Molecular (kDa)
Subunidade Total(a)
Citoplàsmica
Periplàsmica
Membranar
54,0
49,0
62,0
27,0
26,0
27,0
81
75
89
(100)
(110)
(100)
(a) Os valores entre ( ) ioram determinados por HPLC
o contendo em metais destas hidrogenases foi analisado por
espectrometria de Emissão de Plasma. Os valores obtidos encon-
tram-se na tabela VI.2 . Verificou-se que, para além de ferro não
hémico, estas hidrogenases contêm niqueI e selénio em quantidades
equimolares. O contendo em niqueI e selénio nestas enzimas,
particularmente nas solnveis, é inferior a uma àtomo-g por mole
de enzima~ o que pode resultar quer de as fracções isoladas
conterem apo-proteina, quer de uma parcial desnaturação da enzi-
ma. Entre parêntesis, mostram-se na Tabela VI.2 valores de con-
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tendo em metais supondo que cada molécula de enzima contém um
átomo de niqueI.
TABELA VI.2: Conteudo em metais e selénio das
hidrogenases de D.baculatus
Enzima Fe Ni Se
Citoplàsmica 7,7 0,54 0,56
(14,1) (1 ) (1,03)
Periplásmica 9.3 0,69 0,66
(13,5) ( 1 ) (0,96)
Membranar 10,3 0,90 0,86
(11,4) (1 ) (0,95)
o conteàdo e expresso em mole de elemento
por mole de enzima de massa molecular 110 kDa
Entre parêntesis mostram-se valores calculados
assumindo 1 mole de Ni por mole de enzima
As hidrogenases de D.baculatus têm cor castanho dourado e
apresentam espectros de visível-ultravioleta tipicos de proteinas
contendo centros ferro-enxofre (Figura VI.1), com uma banda alar-
gada a cerca de 390 nm e uma banda a 277 nm. Os espectros das
várias hidrogenases são todos semelhantes.
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TABELA VI.3: E5pectro5 de vi5ivel da5 hidrogena5e5 de
de D,baculatu$
Fracção
À(nm)
Citoplà5mica 390
277
Periplàsmica 390
277
Membranar -390
277
Banda5 -1 -1 A390/A280
E (mM . cm )
54 0,28
193
48 0,25
192
I-0,1
11-0,14
1D'r-------------------------~---,
s
o
z
~
o::
O(I)
CD
<t
os
3 5 6
C omprimento de onda (nm )
Figura VI.!: Espectro de visivel da hidrogenase
periplàsmica nativa de D,baculatus
VI.3-E~y,gos g~ ~~Qn&lçj.ª ~~~icª ~~ilQn1..çª
do ~~~Q. IUlll~
Os espectros de RPE das hidrogenases nativas de D,ba-
culatus apresentam caracteristicas diferentes (Figura VI.2 e
Tabela VI. 4) .
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Figura VI.2: Espectros de RPE das hidrogenases
nativas de D.baculatus. Temperatura e ganho:
A- Hidrogenase citoplàsmica, T=8 K, 2,5XI0 5
B- Hidrogenase membranar, T= 7,5 K, 10 6 , i)5XI03
C- Hidrogenase periplàsmica, T= 8 K, 106 , I)5XI0 4
D- Hidrogenase periplàsmica, T= 77 k, 3,2XI0 5
F~~quência-9,41 GHz, excepto D-9,28 GHz;
Modulação: 1 mT; Potência de microondas: 2 mW
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A hidrogenase citoplásmica (Figura VI.2-A) é praticamente
silenciosa em RPE, mostrando apenas a baixa temperatura um sinal
quase isotrópico centrado a g=2,015 , de muita fraca intensidade,
Jdetectável até cerca de 35 K. Por integração deste sinal obtem-se
valor inferior a 0,001 spin/moI. O espectro da hidrogenase
é dominado a baixa temperatura por um intenso sinal
isotrópico (Figura VI.2-B), ainda detectável a 40 K, embora jà
bastante alargado, e correspondendo a valores inferiores a 0,1
spin/moI. Observa-se também um sinal rômbico a valores de campo
magnético mais baixo, que é detectado mais facilmente a tempera-
turas superiores a 30 K, ás quais se revela um sinal complexo com
valores de g a 2,34, 2,33 2,23, 2,16 e provavelmente a g ~
2,0, sob o sinal isotrópico (Figura VI. 2-B). Este sinal pode ser
decomposto em duas componentes subespectrais por comparação com a
hidrogenase de D~gigas, correspondentes a dois sinais rômbicos
com valores de g a 2,34 , 2,16 e ~ 2,0 (valores análogos ao ~inal
Ni ~ daquela enzima) e a 2,33, 2,23 e ~2,0 (semelhante ao ~inal
Ni A). A hidrogenase periplásmica, para além de um sinal isotro-
pico também de fraca intensidade e centrado a g=2,015 (Figura
VI.2-C), observável até perto de 35 K, revela a temperaturas
superiores um sinal rômbico com valores de g a 2,20, 2,06 e 2,0
(Figura VI. 2-D). Este sinal, embora com valores de g diferentes
dos observados para as hidrogenases [NiFe], apresenta valores de
g semelhantes aos encontrados para complexos de Ni(III) com
ligandos peptidicos. De acordo com a análise de metais por emis-
são de plasma, esta hidrogenase só contém Mi e Fe, de entre os
iões de metais de transição que podem originar sinais de RPE com
8=1/2, pelo que se poderá também atribuir aquele sinal de RPE
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rõmbico a um centro de niqueI paramagnético, possivelmente
Ni(III) numa geometria ou coordenação diferente da encontrada
para outras hidrogenases [NiFe]. Os sinais de RPE de niqueI
apresentam intensidades muito fracas, indicando que a maior parte
dos centros contendo este ião se encontram num estado silencioso
em RPE.
As caracteristicas dos sinais isotrópicos são compatíveis
com a presença de um centro [3Fe-xS]ox nestas hidrogenases.
Contudo, e como foi referido no capitulo V, a espectroscopia de
RPE não permite uma identificação inequivoca deste tipo de cen-
tro, ou seja, não permite distinguir entre um centro [3Fe-xS]ox e
um centro [4Fe-4S]3+/2+ no estado paramagnético (estado de oxida-
c ão +3).
TABELA VI.4: Sinais de RPE das hidrogenases de D"baculatus
Valor de g Largura de linha
Hidrogenase Centro gx gy gz Wxx Wyy Wz z ( b)
Citoplásmica Ni
[3Fe-xS](a) 2,015 16, 5( c)
Membranar Ni-A 2,33 2,23 ~2,0 16,2
Ni-B 2,34 2,16 ~2,0, 13,5
[3Fe-xS](a) 2,015 19, O( c)
Periplàsmica Ni 2,20 2,06 2,0 21,6 13,5 11
[3Fe-xS](a) 2,015 16, 5( c)
(a) Valor de g d; (b) Valor em mT; (c) Largura total
do sinal me
VI. 4-EstudQ.§ g§. ressQ.nânciª l2.Sramas.n~icª ~ectrónicª
M ~stg,gQ. regyzido
Por redução das hidrogenases de D"baculatus sob hidrogénio
ou por adição de ditionito de sódio os sinais de RPE presentes no
estado nativo desaparecem, sendo substituidos por sinais comple-
xos a baixa temperatura (Figura VI.3).
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Figura VI.3: Sinais de RPE das hidrogenases de
D.baculatus reduzidas sob hidrogénio
A-C: Hidrogenase citoplàsmica
D-F: Hidrogenase membranar
G-I: Hidrogenase periplásmica
Temperatura: A-4K; B-10 K; C-15 K; D-4 K;
E-7,5 K; F-15 K; G- 4K; H-8,6 K; 1- 15 K
Ganho variàvel; Outras condicõescomo na Fig.VI.2
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Estes sinais, por estudos de dependência com a temperatura
ou com a potência da radiacão de microondas podem ser decompostos
em vàrios sinais, atribuiveis a espécies de niquelou a centros
Fe/S. Apesar das diferenças observadas nos espectros de RPE do
estado nativo, os sinais detectados nos estados reduzidos são
semelhantes para todas as hidrogenases de D,baculatus. Por isso,
serão analisadas em detalhe apenas as caracteristicas dos sinais
de RPE das hidrogenases periplásmica e citoplásmica.
Nas figuras VI.4-5,7 mostram-se espectros de RPE da hidro-
genase periplàsmica reduzida com ditionito de sódio ou ao fim de
diferentes tempos de incubação sob hidrogénio.
A temperaturas a cerca de 4 K o espectro de RPE é domina-
do por um intenso sinal rômbico com valores de g a 2,03, 1,89 e
1,86. Este sinal não é detectàvel a temperaturas superiores a 15
K, tendo caracteristicas de relaxacão ràpida. Por estas proprie-
dades pode ser atribui do a um centro [4Fe-4S]1+ (centro I). A
temperaturas superiores a 6 K revela-se outro sinal rômbico,
detectável até cerca de 30 K, embora jà bastante alargado a esta
temperatura,
corresponde
com valores de g a 2,06, 1,95 e 1,88 . Este sinal
1+provàvelmente a outro centro [4Fe-4S] (Centro II),
com relaxação electrónica mais lenta que o Centro I. Assim, os
sinais observados a temperaturas intermédias resultam possivel-
mente de uma sobreposição destes dois sinais.
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Figura VI.4: Espectros de RPE da hidrogenase
periplàsmicade D.baculatus reduzida sob hidrogénio
Temperatura e Ganho: A-4 K, l,2xl04 ( i)-l,2xl0S )
B- 8 K, 1,2x10s ; C-15 K, 2,5xl0S ; D-25 K, 5xl0S ;
E- 37 K, 8xl0s . Outras condições como na Fig. VI.3
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[4Fe-4S]. Nestas amostras 05 sinais de RPE destes centros corres-
Nas amostras mais reduzidas que foram obtidas (Figura
VI.5) a intensidade do sinal a g=2,Oe parece superior, sugerindo
A valores de campo magnetico
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pondem a 0,42 (hidrogenase citoplàsmica) e 0,93 (hidrogenase
uma ligeira diferença de potenciais redox de ambos 05 centros
periplàsmica) spin/mol de enzima.
Figura VI.5: Espectros de RPE da hidrogenas e
periplàsmica de D.baculatus reduzida ao fim
de um tempo de incubação mais longo sob H2
Temperatura e Ganho: A-4,2 K, 3,2xl04 ( i) 1,2xlOS ) ;
B- 7,5 K, 8xl04 ; C- 25 K, 2xl0s . Outras condições
como na Figura VI.2
mais baixo detectam-se sinais complexos, com valores de g a 2,25
2,22, 2,17. 2,12 e 2,10. Na figura VI.7 mostra-se uma depen-
dência com a temperatura dos espectros de RPE da hidrogenas e
citoplàsmíca reduzida sob hidrogénio, nos quais são mais clara-
mente detectados estes sinais.
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Figura VI.6: Espectros de RPE da hidrogenase
citoplàsmica de D.baculatus reduzida sob hidrogénio
Temperatura e ganho: A-4 K, 3,2xl04 , i) 105 ; B-8 K,
3,2xl04 , ii) 10 5 ; C-lO K, 5xl04 , iii) 105; D- 17 K,
2xl05 ; E-26 K, 2xl0 5 ; F-36 K, 2xl05 • Outras condições
como na Figura VI.2
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o sinal complexo apresenta uma relaxação rápida, sendo jà
dificilmente observado á temperatura de 11 K. A temperaturas
superiores revela-se um sinal rômbico, com valores de g a 2,20 ,
2,17 e 2,02. Estes sinais têm propriedades bastante semelhantes
ás observadas para o sinal a g="2,21" e o .Qinal Hi-Q (valores de
g a 2,19, 2,14 e 2,02) da hidrogenase de D.qiqas reduzida sob
hidrogénio. Assim, o sinal a g=2,20 da hidrogenase de D.baculatus
tem valores de g e propriedades de relaxação (dependência com a
temperatura) que o permitem comparar com o sinal a g=2,19 daquela
enzima. Por outro lado, os sinais complexos a baixa temperatura
podem possivelmente ser interpretados como uma sobreposição de um
sinal semelhante ao sinal a g="2,21" da hidrogenase de Dlqiqas
(sinal a g=2,25 e g=2,10) e do sinal a g=2,22, saturado a baixas
temperaturas á potencia de radiação de microondas utilizada (2
mW). Comparando os espectros de RPE das figuras VI. 4-7, verifi-
ca-se que nas amostras mais reduzidas o sinal a g=2,22 diminui de
intensidade, tal como observado para o sinal Hi-Q de D.qiqas.
Devido a estas características, aquele sinal pode ser atribuido a
uma espécie paramagnética de niqueI (Ni(III) ou Ni(I», com
5=1/2. A origem do sinal complexo é a~nda desconhecida, podendo
não resultar de uma espécie de niqueI. Uma anAlise mais correcta
destes sinais s6 é possivel por um estudo detalhado da dependên-
cia com a potência da radiação de microondas, semelhante ao efec-
tuado para a hidrogenase de D.qiqas.
Em alguns estados de redução das hidrogenases de D.ba-
culatus detecta-se um sinal de RPE axial, com valores de g a 2,36
e 2,12, de origem desconhecida, e aparentemente mais intenso nas
amostras mais reduzidas (Figura VI.7).
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Figura VI.7: Espectros de RPE da hidrogenase periplasmica
de D.baculatus reduzida com ditionito de sodio
Temperatura e ganho: 4 K, 2,5xl03 ; 8-4 K, 8,4xl04;
C- 6 K, 1,2xl05; D-8 K, 1,2xl05; E-15 K, 1,6xlOS ;
F- 27 K, 8xlOs . Potencia: 2 mW, excepto A- 63,2 mW.
Outras condições como na Figura VI.2
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Foi efectuada uma titulação de oxidacão/reducão da hidro-
.2
Figura VI.8: Curva de titulacão redox sob hidrogénio
do sinal de RPE a g="2,22" da hidrogenas e cito-
plàsmica de D.baculatus, a pH=7,6 .
Intensidade do sinal de RPE a g=2,22 ( X) e a
g =2,16 (O) a 22 K , em funcão do potencial
redox
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VI.a. Como não é conhecido o valor da intensidade màxima deste
genase citoplàsmica de D.baculatus, sob hidrogénio e seguida por
RPE, entre -250 e -450 mV (Ver Apêndice), a pH=7,6. As amostras
sidade màxima.
g="2,22". A curva de titulação obtida representa-se na figura
sinal, os valores foram representados como percentagem da inten-
foram estudadas apenas a 22 K, observando-se sómente o sinal a
Verifica-se que o sinal se forma a potenciais inferiores a
-250 mV, atinge um màximo de intensidade a cerca de -400 mV, e
decresce de intensidade a potenciais inferiores, sendo dificil-
mente detectàvel a - 430 mV. Este comportamento é bastante seme-
lhante ao do sinal a g="2,19" da hidrogenase de D.giqa:..=:.
Foi determinada a actividade específica de produção de
hidrogénio e de permuta D2/H+ das três fracções de hidrogenase de
D.baculatus (Tabela VI.5).
TABELA VI.5: Actividade catalítica das hidrogenases
de D.baculatu:..=: (a)
Permuta
Fracção Produção H2 Produção HD H2/HD
Membranar 122 37 1,36
Periplàsmica 526,5 125,7 1,51
Citoplàsmica 466,6 118,2 1,35
( a) -
p.mol
Actividade especifica:
-1 -1de H2 ( O U HD} produzido.min .mg , a pH=7,S
Foi estudado o efeito do pH na actividade de produção de
hidrogénio das hidrogenases das fracções periplàsmica e cito-
plàsmica. A actividade màxima foi obtida a valores acídicos de pH
(cerca de 4). Verificou-se que a actividade depende fortemente do
tipo de solução tampão utilizada (por exemplo, é maior em
Tris/HCl que em fosfato). A actividade màxima de consumo de
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hidrogénio, determinada por Lespinat et aI (6), ocorre a pH=7,5.
diferença entre as actividades de produção dos produtos de per-
umanotando-se+permuta D2/H ocorre a valores de pH àcido,de
Foi estudada em detalhe a dependência com o pH da activi-
dade de permuta D2/H+ das hidrogenases soluveis, em colaboração
com o grupo do Prof.J.LeGall (Cadarache). O màximo de actividade
muta HD e H2 . Para o primeiro, a actividade màxima de produção
verifica-se a valores bastante baixos de pH (cerca de pH=3),
enquanto para o segundo o màximo ocorre a pH perto de 5 (Figura
VI. 9) .
1
-- 75
a
Figura VI.9: Dependência com o pH da actividade de
permuta D2/H+ da hidrogenase citoplàsmica de D.baculatus (6)
304
Observou-se ainda que a razão das velocidades de formacão
dos produtos de permuta é fortemente dependente do pH (Figura
VI. 10) .
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Figura VI. lO: Variacão com o pH da razão H2/HD
na reacção de permuta catalisada pela hidrogenase
citoplàsmica de D,baculatus
Para a hidrogenase citoplàsmica, a razão H2/HD é superior
a 1 a valores de pH superiores a 4,5, enquanto para valores de
pH inferiores aquela razão é menor que 1, aproximando-se dos
valores obtidos para a hidrogenase de D,gigas, para a qual esta
razão é sempres inferior a 1 entre pH=5 e pH=10 (6). Este re-
sultado sugere que esta razão pode depender de caracteristicas
àcido-base e das velocidades de permuta de protão com o solvente
dos centros de ligação do protão e do ião hidreto resultantes da
cisão heterolitica da molécula de hidrogénio. Seria interessante
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realizar estudos semelhantes para os dois tipos de hidrogenase:
as que apresentam a razão H2/HD maior que 1 e as que apresentam
aquela razão inferior a 1, correlacionando os resultados obtidos
com a constituição dos centros activos das hidrogenases. E de
salientar que as hidrogenases do tipo [NiFe] contendo selénio
(hidrogenases de D~baculatus e de D~salexigens) apresentam nas
condicões padrão de ensaio da actividade de permuta (pH=7,6) ra-
zões H2/HD superiores a 1, o que sugere um possivel envolvimento
do selénio no centro catalitico, eventualmente como o sitio de
aceitação do protão.
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CA~:I:.QL.Q V.LI:
HIDROGENASE DE
DE~I.a..EQ..Y~E..IO ~.ALE.X~~S
A bactéria redutora de sulfato DesulTovibrio salexigens,
estirpe British Guiana (NCIB 8403) é a unica estirpe halofilica
bem estudada do género DesulTovibrio, necessitando de meios com
alta concentração de sais para o seu crescimento. Apenas algumas
proteinas desta bactéria têm sido estudadas: citocromo c 3 te-
trahémico (1), flavodoxina (2), rubredoxina (2), desulfoviridina
e uma proteina azul contendo centros ferro-enxofre e molibdénio
(3). A hidrogenase desta bactéria foi isolada e caracterizada no
decorrer deste trabalho (4,5).
VII.l-~rifiç~ãogª hidrQgenªª~ de º~~ªI~~iª~rr~
VII .1.1-Pr~ª-!:~ão .Q.Q extracto bruto
As células de D.salexigens, estirpe British Guiana, foram
crescidas a 37 0 C no meio de lactato-sulfato a que foi adicionado
NaCl a 3% (4). As células foram lisadas e congeladas. No inicio
da purificação descongelaram-se as células e centrifugaram-se a
20.000 rpm durante 1,5 h. A solução sobrenadante de 250 g de
células ( peso seco) foi então novamente centrifugada duas
vezes a 40.000 rpm durante 2 h.
VII.l.2-~urific~ão
A hidrogenase foi purificada aerobicamente a 40 C e
usando-se solucões tampão (Tris-HCl e fosfato ) a pH=7,6.
Utilizaram-se dois processos diferentes de purificação.
Esg,yemª 1 (4)
O quadro de purificação apresenta-se na Tabela VII.l. O
extracto centrifugado foi carregado numa coluna de hidroxilapa-
tite (5X29 cm) equilibrada em Tris-HCl 0,2 M. Lavou-se a coluna
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com 500 mI desta solução tampão e estabeleceu-se um gradiente
continuo inverso de Tris-HCL 500 mI 0,2 M I 500 mI 0,01 M. Lavou-
-se em seguida a coluna com 300 mI de tampão fosfato 0,01 M e
iniciou-se um gradiente continuo de fosfato 0,01-0,4 M (1000 mI
de cada). A hidrogenase eluiu apenas após a passagem na coluna de
uma solução tampão de fosfato 0,4 M. Recuperou-se, neste passo de
purificação, cerca de 80% da actividade hidrogenase na produção
de hidrogénio. Concentrou-se a fracção contendo a hidrogenase ate
8 mI num Diaflo com uma membrana YM 30 e dialisou-se contra 4500
mI de Tris-HCl 0,01 M. Durante a diàlise formou-se um precipitado
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essencialmente por citocromos. A proteina dialisada foi diluida
na solução sobrenadante se reduzira cerca de 50% e que o preci-
Após concentração com
especifica de produção
-1 -1produzido.min .mg . O
A razão de absorvâncias
a actividade
602 ~mol H2
0,275 e
era de
a coluna com o mesmo tampão e realizou-se um gradiente
Por este processo de purificação obteve-se uma fracção
4 vezes com Tris-HCl 0,01 M e carregada numa coluna de DEAE-
Biogel A (5X34 cm) equilibrada com Tris-HCL 0,01 M. Lavou-se
A400/A280 é de
de hidrogénio
uma membrana YM 30, esta fracção foi carregada numa coluna de
contendo 14,5 mg de hidrogenase , considerada pura por electrofo-
rendimento final deste passo foi de 30%
de actividade neste ultimo passo.
continuo de Tris-HCl 0,01 MI 0,3 M (1000 mI de cada ). A hidroge-
nase eluiu a uma concentração 0,25 M de Tris, recuperando-se 85%
então
pitado ressuspendido não tinha actividade, sendo constituido
que se redissolveu em Tris-HCl 1 M. Verificou-se que a actividade
tampão fosfato 0,5 M.
filtração em gel de HPLC (LKB-TSK G 3000 SW) equilibrada com
rese em gel de poliacrilamida, com uma razão de absorvàncias
A400/A280 de 0,275 e uma actividade especifica de produção de
hidrogénio de 758 -1 -1moI H2 produzido.mg .min
TABELA VII.!: Purificação da Hidrogenase de
D.:.=:ale:dgen:.=: (British Guiana) (Eª-9.!d.§ma 1) (4)
Fracção
Extracto Bruto
Coluna de HTP
Diàlise e
centrifugação
DEAE-Biogel
HPLC
Proteína Actividade(a)
Permuta(b)(mg) Total Especifica
12690 54.000 4,3 2
n.d. 42.500 n.d. n.d.
210 19.500 93 28
27 16.300 602 175
14,5 n.d 758 n.d.
(a) Actividade: Total- moI H2/min ;
Especifica- moI H2 produzido/min.mg
Permuta- moI HD+H2/min.mg
(b) Permuta isotOpica D2/H+
n.d. - nao determinado
Numa tentativa de reduzir os passos de purificação da
hidrogenase de D.:.=:alexigens foi realizado outro esquema de puri-
ficação. Ambos os métodos possibilitaram a obtenção de fraccões
de hidrogenase pura.
Ap6s ruptura das células numa French Press a 60 MPa, o
extracto bruto foi centrifugado durante 2 h a 8.000 rpm e diali-
sou-se a solução sobrenadante contra àgua destilada durante 24
h. A solução dialisada foi carregada numa coluna de DEAE-Biogel
(6X34 cm) equilibrada com Tris-HCl 0,01 M. Aplicou-se um gra-
diente linear de Tris-HCI 0,01-0,5 M (1000 mI de cada), encon-
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trando-se a hidrogenase numa fracção eluida a uma concentração de
Tris-HCI de 0,3 M. Esta fracção foi aplicada a uma coluna de
hidroxilapatite equilibrada com Tris-HCI 0,4 M. Realizou-se um
gradiente descontinuo inverso de 0,4-0,01 M Tris-HCI e, em segui-
da, iniciou-se um gradiente continuo de tampão fosfato 0,001-0,6
M (500 mI de cada). A fracção contendo hidrogenase eluiu a uma
concentração de fosfato de 0,5 M e foi concentrada num Diaflo
(Amicon) com uma membrana YM 30.
VII. 2-Çarac~tiza~Q.nª-.1Q.Q=2Yim1~
VII. 2.1-Massª Molecu~~
A massa molecular minima desta hidrogenase foi determinada
por electroforese em geis de poliacrilamida na presença de SDS
utilizando-se os seguintes padrões: fosforilase (94,0 kDa),
albumina do soro bovino (67,0 kDa), ovalbumina (43,0 kDa) , car-
b6nico-anidrase (30,0 kDa), quimotripsinogénio (25 kDa), tripsina
de grãos de soja (20,0 kDa) e albumina l!ctica (14,4 kDa). Deter-
minou-se que a proteina contém pelo menos duas subunidades de
massas moleculares de 62 e 36 KDa, pelo que a sua massa molecular
minima ser! de 98 KDa (5).
VII.2.2-An~is~Qyimiçª
Por anãlise espectrofotométrica (TPTZ) determinou-se o
conteüdo em ferro desta enzima :12 ± 1 àtomo-g de ferro por massa
molecular minima. A anàlise por emissão de plasma detectou os
seguintes metais em quantidades relevantes: 1 ãtomo-g de Ni,
1 ãtomo-g de Se e 15,5 àtomo-g de Fe também por massa
molecular minima. Conjugando ambos os resultados, pode dizer-se
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que esta enzima contém, por 96 KDa, os seguintes metais: 1 Atomo-
g de Ni, 12-15 àtomo-g de Fe e 1 ãtomo-g de Se.
A hidrogenase de D.salexigens no estado nativo apresenta
um espectro de absorção no ultra violeta e vis1vel t1pico de
proteínas contendo centros ferro-enxofre, com bandas alargadas a
400 e 280 nm e uma razão de absorvâncias A400/A280 de 0,275
(Figura VII.1 ). A absortividade molar a 400 nm é de 54 mM- 1cm- 1 .
Por redução da enzima sob hidrogénio verifica-se um decréscimo da
absorvância na zona do visivel (400 nm) de cerca de 15%.
- .
....
, , -,_ .
300 400 500 GOO
Comprimento de onda ( nm)
Figura VII.l:Espectro de ultravioleta e vis1vel da
Hidrogenase de D.5alexigens.
[Hase]=3,75 uM,pH=7,6,tampão Tris-HCl 50 mM.
----- Enzima nativa ;----- Enzima sob H2 1 h
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A hidrogenase de D.salexigens no estado nativo apresenta
apenas um sinal de RPE a g=2,0 observável s6 a baixas
temperaturas, inferiores a 20 K, e de muito fraca intensidade
(Figura VII.2).
silenciosa em RPE.
A temperaturas mais elevadas a enzima
~
smT
CAMPO MAGNETICO
Figura VII.2: Espectro de RPE da hidrogenase de
D.salexigens no estado nativo
Temperatura:l! K; Potência de microondas: 2 mW
Frequência de microondas: 9,45 GHz; Amplitude
de modulação: 1 mT
Por incubação da hidrogenase em atmosfera de hidrogénio
durante diferentes tempos, na presença de mediadores redox, 3urge
um sinal de RPE rômbico com valores de g a 2,22, 2.16 e 2,0
(Figura VII.3) que atinge um máximo de intensidade a valores
intermédios de potencial redox (ver adiante). Este sinal e
detectado optimamente a cerca de 40 K e satura rapidamente com a
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potência de microondas a baixa temperatura, tendo um
comportamento característico de uma espécie de relaxação lenta
(Figura VII.4-A,B).
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Figura VII.3: Espectros de RPE da hidrogenase de
D.salexigens reduzida sob 82 (-380 mV)
Temperatura: 25 K(A) e 4,2 K (B)
Outras condições como na Fig.VII.2
Por incubação da enzima sob hidrogénio durante tempos mais
longos o sinal a g=2,22 diminui de intensidade (Figura VII.5).
Estudos de RPE a baixas temperaturas ( inferiores a 10 K em
estados redox em que este sinal atingiu o máximo de intensidade ,
ou a valores inferiores de potencial, revelam a presença de
outras espécies paramagneticas, aparecendo um sinal de RPE com-
plexo que pode ser decomposto, através de estudos de variação da
temperatura e da potência de microondas, em pelo menos quatro
5inais distintos:
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-sinal a g=2,22 e a g=2,16, detectàvel a temperaturas
VII.4-B);
1.5
LOG10 (P)
tO0.5o-0.5
-sinal com valores de g a 2,23 , 2,21 , 2,14 e componentes
Figura VII.4: Dependência dos sinais de RPE da hidrogenase
de D.salexigens reduzida sob H2 com a potência
de microondas
( O) g= 2, 22 , 4 K; (. ') g= 2, 23 , 4 K ;
( .) g= 2,22 , 20 K; (O) g=2, 16 , 20 K.
inferiores a 10 K;
superiores, que satura rapidamente a estas temperaturas (Figura
alargadas a valores de campo magnético superior, que tem um
comportamento tipico de uma espécie de relaxacão electr6nica
ràpida (Figura VII.4-C), e que é detectàvel apenas a temperaturas
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Figura VII.5: Sinais de RPE da hidrogenase de D.salexigens
reduzida sob hidrogénio, a -450 mV
Temperatura: 4 K (A), 11 K (B) e 22 K (C)
Outras condições como na Fig.VII.2
D- Espectro da hidrogenase de D.gigas nas
condições do espectro A
-sinais rômbicos típicos de centros [4Fe-4SJ 1+ podendo
distinguir-se pelo menos dois espectros de centros diferentes,
centro I, possivelmente com valores de g a 2,04 , 1,92 e 1,90 e
centro II também possivelmente com valores de g a 2,06, 1,94 e
1,87. O centro I (g. = 1,87) apresenta relaxação electronica
mJ.n
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mais rápida que o centro II (gmin = 1,90). E necessàrio a obten-
ção de amostras mais concentradas de modo a estudar com maior
detalhe os sinais de RPE destes centros e, assim, decompor o
espectro complexo em dois sinais rómbicos atribuiveis a cada
centro [4Fe-4S].
Os sinais de RPE a g=2,22 e a g=2,23 apresentam intensi-
dades bastante baixas, sugerindo que as espécies a eles corres-
pondentes terão um caràcter de intermediàrios no ciclo catalltico
da enzima. Como se verá na allnea seguinte, os dados obtidos por
titulação redox confirmam esta hipótese e indicam ainda que nos
estados mais reduzidos atingidos ao valor de pH destas amostras
(pH=7,S) os centros Fe/S não se encontram ainda totalmente re-
duzidos, o que, pelo menos em parte, pode explicar a igualmente
fraca intensidade dos sinais destes centros reduzidos.
Foram determinados os potenciais de oxidação-redução da.
hidrogenase de D.salexigens por titulação redox seguida por RPE,
incubando a enzima a diferentes pressões parciais de hidrogénio
na presença de mediadores redox (ver Apêndice), a pH=7,S. As
diferentes propriedades de relaxação dos sinais de RPE desta
enzima permitem determinar os perfis de intensidade em função do
potencial redox efectuando medidas ás temperaturas de 20 K (sinal
a g=2,22) e 4 K (sinais a g=2,23 e a g=1,94). As curvas de
titulação obtidas apresentam-se na figura VII.6. Verifica-se que
os sinais a g=2,22 e a g=2,23 têm potenciais de redução ligeira-
mente diferentes. O sinal a g=2,22 aparece a potenciais infe-
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Figura VII.6: Titulacão Redox da Hidrogenase de D.salexigens
Intensidade do sinal de RPE (unidades arbitràrias)
a diferentes pressões parciais de hidrogénio e a
pH 7,6, aos seguintes valores de g e temperaturas:
A- g=2,22 (O) e 2,16 (X) a 20 K; B- g=2,23 (O)
a 4 K; C- g=1,87 (O ) a 4 K
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riores a - 300 mV, atinge um màximo de intensidade a cerca de
- 380 mV e diminui de intensidade a potenciais mais negativos
(ao valor de - 450 mV jà não é detectado). E, pois, uma espécie
com um comportamento de transiente. O sinal a g=2,23 surge a
potenciais inferiores a -300 mV e atinge a intensidade màxima
perto de -400 mV. Embora diminua de intensidade a potenciais mais
baixos, é ainda detectàvel a -450 mV (cerca de 50% da intensidade
màxima). Os sinais devidos aos centros ferro-enxofre formam-se a
valores de potencial inferiores a -250 / -290 mV.
Os dados obtidos não permitem diferenciar os dois cen-
tros, mas indicam que ao potencial mais negativo atingido a
pH=7,6 (-450 mV) os centros não se encontram ainda totalmente
reduzidos, o que não permite determinar os valores de E
o
destes
centros. Contudo, os dados sugerem que pelo menos um dos centros
terà um valor de E
o
perto ou mesmo inferior a -450 mV, enquanto o
outro centro poderà ter um valor mais positivo, a cerca de - 350
mV.
A actividade catalitica da hidrogenase de D.salexigens
foi estudada em colaboração com o grupo do Prof. J LeGa11
(Cadarache) .
A actividade catalitica da hidrogenase de D.salexigens foi
determinada pela velocidade de evolução de H2 usando ditionito de
sódio como redutor e metil viologénio como mediador redox a 30 °c
e a pH 7,6, por cromatografia em fase gasosa (ver Apêndice).
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Verificou-se que a enzima, no estado em que foi isolada, não
apresenta uma fase de espera, sendo a velocidade de produção de
hidrogénio praticamente constante desde o inicio do ensaio. A
preparação da enzima utilizada tem uma actividade especifica de
760 -1 -1moI H2 produzido min .mg "
Estudou-se também a actividade catalitica da hidrogenas e
de D.salexigens na reacção de permuta D2/H+ a pH 7,6 utilizando
uma mistura de 20% D2 em N2" A cinética da reacção de permuta
apresenta-se na figura VII.7.
Cl
::I:
N 1.5
:c
N
Cl
~
O 1Xl~
0.5
~~-.
2 3 4 TEMPQ(min)
Figura VII.7: Cinética da reacção de permuta isotópica D2/H+
catalisada pela hidrogenase de D.salexigens, a pH 7,6
seguindo os picos de massa 4, 3 e 2, respectivamente
( O) Consumo de D2, (.) Evolucão transiente e
consumo de HD, (O) Produção de H2
Concentração de proteína 0,6 nM; Fase gasosa- 20% D2
em N2. '
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A razão das velocidades iniciais de evolucão de H2 e HD e
maior que 1 a este valor de pH.
As propriedades fisico-quimicas da hidrogenase soldvel de
D.salexigens encontram-se na tabela VII.4. Esta hidrogenase e uma
proteína contendo Ni, Se e centros Fe/S, podendo ser classificada
no grupo de Hidrogenases [NiFe].
Esta hidrogenase apresenta propriedades bastante
semelhantes ás das hidrogenases isoladas de Desulrovioriones, em
particular de D.oaculatus (estirpe 9974) e de D.desulruricans
(Norway 4) (6) em relação á composição dos centros activos e
actividade catalítica (ausência de fase de espera na reacção de
produção de hidrogénio e razão H2/HD na reacção de permuta
isotópica D2/H+).
TABELA VII.2: Propriedades Fisico-Quimicas da
Hidrogenase de D.salexigens
Localização
Massa Molecular (kDa)
Subunidades (kDa)
Metais (átomo-g/98,0 kDa)
-Níquel
-Ferro
Selénio (àtomo-g/98,0 kDa)
Centros Fe-S
Actividade específica
- Evolução (pmol H2.min- 1 .mg- 1 )
- Permuta D2/H+ (razão H2/HD )
Periplasma
98,0
62,0 ; 26,0
1
12-15
1
+ (2) (a)
760
> 1
(a) Possivelmente dois centros do tipo [4Fe-4S]2+/1+
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o sinal de RPE observado no estado nativo a g=2, de fraca
intensidade e detectàvel apenas a baixa temperatura, é semelhan-
te aos sinais detectados em proteinas contendo centros [4Fe-
45]2+/1+, no estado nativo, e que tem sido atribuido a uma peque-
na frac9ão de centros [3Fe-xS] formados por interconversão de
ox
centros [4Fe-4S]2+ por oxidação. Porém, os dados de que se dispõe
não permitem discutir esta hipótese, nem excluir a possibilidade
3+/2+ .da presen9a de um centro [3Fe-xS] ou [4Fe-4S] nesta enz~ma.
Os sinais de RPE a g=2,22 e a g=2,23 têm propriedades de
relaxa9ão ,valores de g e um comportamento redox semelhantes aos
observados para as hidrogenases de D,gigas e D,baculatus (este
trabalho, Capitulos V e VI). Assim, o sinal a g=2,22 poderà
resultar de uma espécie idêntica à correspondente ao sinal a
g=2,19, 2,14 e 2,02 (Sinal Ni-C) da hidrogenase de D,gigas,
enquanto o sinal a g=2,21 desta mesma enzima parece análogo ao
sinal a g=2,23 da hidrogenase de D,salexigens.
No capitulo X serão discutidos estes dados, enquadrando-os
num estudo comparativo das hidrogenases [NiFe] de organismos
redutores de sulfato do género Desulfovibrio.
1- I.Moura, J.J.G.Moura, M.Bruschi and J.LeGall, (1980),
Biochim.Biophys.Acta, 591, 1-8
2- H.Drucker, E.B.Trousil and L.L.Campbell, (1970), Biochimie, a,
3395-3400
3-G.Fauque, M.Czechowski, N.Galliano and J.LeGall, (1985),
resultados não publicados
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M.Czechowski, Y.Berlier,
and J.J.G.Moura, (1986),
4- M.Czechowski, G.Fauque, Y.Berlier, P.A.Lespinat and J.~egall,
(1985), Rev. Porto Quim., 27, 196-197
5- M.Teixeira, I.Moura, G.Fauque,
P.A.Lespinat, J.LeGall, A.V.Xavier
Biochimie, 68, 75-84
6- R.Rieder, R.Cammack and D.O.Hall, (1984), Eur. J. Biochem.,
14~, 637-643
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Q.A~~I..LQ Y~I.:
HIDROGENASE DE
METHANº-S.AEQ,IM.,8, EAEKEEI
(DSM 800)
A bactéria Nethanosarcina barkeri (DSM 800) é um organismo
metanogénio bastante versàtil do ponto de vista metabólico, po-
dendo utilizar uma grande variedade de substratos (H2 + CO2,
acetato, formato, metanol e diversas metilaminas) para a produção
de metanol (1).
Neste capitulo descreve-se a purificação e a caracteriza-
ção espectroscópica (RPE) de uma hidrogenase solüvel de Ns.
barkeri.
VIII.l-fgrific~ãogª hidrQgen~~ de ~~~QªL~~Lf
-Pr~ar~ão .QQ. extracto Qruto-
As células de Ns.barkeri foram crescidas a 37 0 C em meta-
nol (2). No fim da fase de crescimento foram separadas por
centrifugação e conservadas a -250 C. No inicio do processo de
purificação, as células (1,9 Kg) foram suspensas em 800 mI de
Tris/HCI 10 mM, adicionou-se DNase e romperam-se as células numa
"French press" a 62 MPa sob atmosfera de azoto. ° extracto foi
centrifugado a 12.000 rpm durante 30 min, obtendo-se um volume
total de extracto bruto de 2400 mI.
-fiu:ific~ão-
A purificação foi realizada anaerobicamente, sob atmosfera
de azoto. Separou-se o extracto bruto em duas partes iguais : uma
adsorveu-se numa coluna de DEAE-52 (6x36 cm) e outra numa coluna
de DEAE-BioGel A (6x34 cm), ambas equilibradas em Tris/HCI 10 mM.
Após eluição com um gradiente continuo de Tris/HCl 10-500 mM (500
mI de cada), verificou-se que a actividade hidrogenase se encon-
trava distribuida numa fracção membranar não adsorvida, contendo
também citocromo b, e numa fracção soluvel eluida a baixa força
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iónica (inferior a 200 mM). A fracção solüvel foi recolhida de
ambas as colunas (volume total de 990 mI) e adsorvida numa coluna
de hidroxilapatite (4,5x16 cm) equilibrada com Tris/HCL 200 mM. A
fracção com actividade hidrogenase não se reteve nesta coluna,
tendo sido concentrada por ultrafiltração num Diaflo (Amicon) com
uma membrana YM-30. A fracção concentrada (130 mI) apresentava-se
bastante turva, tendo sido centrifugada durante 40 min a 8.500
rpm. O precipitado, de cor acastanhada, foi recolhido e dissolvi-
do suavemente sob azoto com Tris/HCI 300 mM. Centrifugou-se esta
solução de novo a 8.500 rpm, durante 20 min, recolhendo-se a
solução sobrenadante (4,7 mI). Esta ültima solução continha hi-
drogenase activa, com uma razão de absorvâncias A400/A280 de
0,29 e numa concentração de 35 mg/ml. O esquema de purificação
encontra-se na tabela VIII.l.
TABELA VIII.!: Purificação da Hidrogenase de
tte t h en o s er c i n a bar .~:er i (DSM 800)
Volume Actividade Actividade Rendimento
Fracção Total Especifica
(mI) (,umoI H2 /min) (,umol H2/min.mg) %
Extracto 2400 87024 0,49 100
bruto
DEAE-52 e 990 57024 4,1 65,7
DEAE-BioGel
Hidroxilapa- 130 51103 16,6 58,7
tite
Centrifuga- 4,7 39240 270 45,1
e ão
Posteriormente tentou-se a purificação aeróbica desta
hidrogenase; esta purificação revelou-se bastante dificil, obten-
do-se sempre quantidades muito pequenas de enzima com actividade
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especifica muito baixa e, aparentemente, com algumas caracteris-
ticas fisico-quimicas um pouco diferentes (ver adiante).
VIII. 2-Çsllªº~.t:.1w:~Q.Fisico~m.i~
VIII.2.1-Massª Molecula!:
A massa molecular da hidrogenase de HSlbarkeri foi deter-
minada por filtração em gel numa coluna de Sephadex G-200 (lx100
cm). Utilizaram-se os seguintes padrões: albumina (45 kDa), aldo-
lase (158 kDa), catalase (240 kDa) e ferritina (450 kDa). O
volume de elui9ão da enzima era muito semelhante ao volume de
exclusão da coluna, pelo que não foi possvel determinar com rigor
a sua massa molecular. Contudo, utilizando-se a recta de calibra-
9ão obtida com as proteinas padrão, foi obtido um valor, por
extrapolação, de = 800 kDa. Este valor é compativel com os re-
sultados de electroforese em geis de poliacrilamida (7%): a
proteina é retida no topo do gel, o que indica que a sua massa
molecular tem um valor perto do limite de exclusão destes geis
(1.000 kDa). Uma valor semelhante foi obtido para a hidrogenase
da bacteria Hethanobacterium estirpe G2R ( massa molecular de
cerca de 900 kDa) (3).
Por electroforese em geis de poliacrilamida na presença de
SDS foi determinada a massa molecular das subunidades desta
enzima. Usaram-se os seguintes padrões: tripsina (21 kDa), al-
bumina (45 kDa) , aldolase (158 kDa), catalase (240 kDa) e ferri-
tina (450 kDa). Foram detectadas bandas correspondendo às seguin-
tes massas moleculares: 50-70, 120-140 e 200 kDa. Estes resulta-
dos sugerem que a enzima é composta por subunidades de massa
molecular minima de cerca de 60 kDa. E possivel que a elevada
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massa molecular da proteina resulte de um forte estado de agrega-
ção, não traduzindo de facto a estrutura em subunidades da enzi-
ma. Em diversos organismos metanogénicos tem sido observada uma
elevada hidrofobicidade nas hidrogenases, o que poderà explicar
aquela agregação em solução aquosa (3,4).
A hidrogenase de Hs.barkeri tem uma cor castanho-dourado e
apresenta um espectro de vis1vel-ultravioleta tipico de proteínas
contendo centros Fe/S (Fig VIII.l).
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Figura VIII.!: Espectro de visivel e ultravioleta de
A) Hidrogenase de Hs.barkeri (---). [Hase]=0,62mg/ml,
tampão Tris/HCl 50 mM, pH=7,6.
B)Crom6foro libertado por tratamento com àcido C13COOH (-'-'-).
Observam-se bandas a 275 nm, 380 nm e um ombro alargado a
405 nm. A banda a 380 nm pode resultar de uma contribuição do
grupo flavinico (ver adiante). A razão de absorvâncias A400/A275
é de 0,29, um valor geralmente encontrado nas hidrogenases. Por
redução sob hidrogénio verifica-se um decréscimo de 40 % da
absorvância a 400 nm.
Por precipitação da enzima com Acido tricloroacetico
(C1 3COOH)a 8%, liberta-se da enzima um crom6foro fluorescente. O
espectro de visivel deste crom6foro apresenta-se na figura
VIII.l-B. Observam-se bandas de absorção a 370 e 435 nm, a pri-
meira das quais pode ser responsável pela banda a 380 nm encon-
trada no espectro da enzima nativa. Os espectros de emissão de
fluorescência do crom6foro e da enzima nativa comparam-se na
figura VIII.l Verifica-se um enorme aumento de fluorescência a
520 nm por tratamento com aquele ácido. Os espectros de absorção
no visivel e de emissão de fluorescência do crom6foro são prati-
camente idênticos aos espectros dos grupos flavinicos FMN, FAD e
riboflavina, sugerindo a sua semelhança a estes grupos.
Por cromatografia em camada fina tentou-se a identificação
do crom6foro por comparação com padrões de FMN, FAD e riboflavi-
na, usando os métodos descritos nas referencias (5,6) ( Tabela
VIII.2). Os dados obtidos não permitem uma identificação ine-
quivoca do crom6foro, nomeadamente a distinção entre um grupo FMN
ou uma riboflavina.
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Figura VIII.2: Espectros de emissão de fluorescência de
A)Hidrogenase de 1'ls.bar-ker-i nativa (_._._). [HaseJ=1,2 mg/ml
B)Cromóforo extraido com Acido Cl3COOH (---) a 8%.
Comprimento de onda de excitação : 400 nm.
TABELA VIII.2: Identificação do cromóforo flavinico
da hidrogenase de Hs. bar-ker-i
Valor de Rf em placas deSubstância Celulose no solvente Silica no solvente
A< a) B< a) B
FAD 45,9 4,9 7,3
FMN 53,5 16,2 16,6
Riboflavina 50,9 16,9 16,3
Cromof6ro de 57,3 18 17,2
1'1:.::::. bar k e r i
.- - _.. ---
(a) Solventes: A- Na2HP04 a 5% em Agua
B- n-butanol/acido acético/Agua, 4:3:3
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o teor em grupo flavinico na hidrogenase foi estimado
por comparação das absorvâncias no visivel dos crom6foros extrai-
dos, em condições idênticas, da hidrogenase de ffs, barkeri e da
flavodoxina de DesulTovibrio gigas, utilizando a absortividade
molar desta ultima enzima (5). Verificou-se que a hidrogenase
contém um grupo flavinico por subunidade de massa molecular
minima de 60 kDa.
Por anàlise espectrofotométrica (TPTZ) determinou-se o
conteudo em ferro desta enzima :8-10 àtomo-g de Fe por massa
molecular minima de 60 kDa. Por espectrometria de absorcão at6-
mica obteve-se o teor em niqueI: 0,6 - 0,8 átomo-g de Ni, tambem
por 60 kDa.
VIII. 3-~tudo§. de l:~sonãnçis 12~am~llca ~~ct~nica gQ. ~tado
NatiYQ
Os espectros de RPE da hidrogenase de ffs,barkeri no estado
nativo mostram-se na figura VIII.3. Observa-se um sinal rômbico,
com valores de g a 2,24, 2,20 e -2,0, detectado optimamente a
cerca de 40 K (Figuras VIII.3 e VIII.4). A baixas temperaturas o
sinal encontra-se saturado com a poterlcia de microondas utilizada
(2 mW), enquanto a temperaturas superiores a 40 K a velocidade de
relaxacão electrónica aumenta rápidamente, levando ao alargamento
do sinal e á sua dificil detecção.
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Figura VIII.3: Espectros de RPE da hidrogenase nativa
de i't;.:;:,ba,-ke,-i
Temperatura :A-45,4 K; B-15 K; C-4,5 K
Modulação : 1 mT; Potência : 2 mW
Frequência: 9,41 GHz; Ganho: 5x1ü5
Atendendo á análise de metais desta enzima (apenas contém
níquel e ferro), este sinal poderá ser atribuído a uma espécie
paramagnética de niqueI, possivelmente no estado de oxidação
Ni(III), de baixo spin. Contudo, os valores de g deste sinal são
diferentes dos geralmente detectados em outras hidrogenases
[NiFe], embora semelhantes aos encontrados para diversos comple-
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xos de iões Ni(III) com ligandos peptidicos (capitulo II), suge-
rindo uma coordenação do niqueI na hidrogenase de Hs.barkeri
diferente da coordenação naquelas enzimas.
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Figura VIII.4: Dependência com a temperatura da intensidade
do sinal de RPE a g=2, 24 (O) e a g=2, 20 ( X) da hidroge-
nase de Hs.barkeri. Potência da radiação de microondas: 2 mW
Por integração, a intensidade do sinal a g=2,24 correspon-
de a cerca de 10% do niqueI detectado quimicamente, o que indica
que a maior parte do niqueI nesta hidrogenase se encontra numa
forma silenciosa em RPE.
Nos espectros de RPE da da hidrogenase de Hs.barkeri da
figura VIII.3 detectam-se ainda dois outros sinais de RPE:
- uma componente com valores de g a 2,30 e 2,12 dificilmente
observada. A intensidade desta componente aumenta ligeiramente
por incubação da enzima sob oxigénio, o que sugere a possibili-
dade deste sinal corresponder a uma espécie de niqueI (III)
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semelhante á encontrada, por exemplo, nas hidrogenases de D,gi-
gas (~nal Mi=à ou Ni-a) ou de D,baculatus (me~branar). Algumas
preparações da hidrogenase de Hs,barkeri, purificada aerobicamen-
te, apresentam sinais de RPE a cerca de g=2,3, 2,23 e -2,0 , o
que pode sugerir, de facto, a presença de espécies deste tipo ou,
pelo contrário, a existência de diferentes tipos de hidrogenase
neste organismo (ver adiante).
- Observa-se também um sinal isotr6pico, a g=2,00, detectàvel
particularmente a temperaturas elevadas (77 K). Não foi efectuada
uma análise detalhada deste sinal. As suas propriedades de rela-
xação excluem a possibilidade do sinal resultar de um centro
[3Fe-xS] oxidado. A presença de um grupo flavinico nesta hidroge-
nase é compativel com a hip6tese de o sinal a g=2,OO corresponder
a um radical semiquinona, indicando que a enzima foi isolada numa
forma parcialmente reduzida. Este facto estaria também de acordo
com o baixo valor de intensidade do sinal de RPE atribuido a
niqueI.
VIII.4- Estudos g~ ~ª-ªQ.n~gj.ª l2-ª~agnéti..çª electr6nicª de
~:t..gdo§. ~duzidoª,
A hidrogenase de Hs,barkeri em estados parcial e totalmen-
te reduzidos sob hidrogénio ou por adi~ão de ditionito de sadio
foi estudada por RPE. Quando a enzima é incubada sob hidrogenio
por um tempo relativamente curto (Figura V111.5), observa-se a
baixa temperatura um sinal complexo com valores de g a -1,94. Por
estudos de variação de temperatura, é possivel distinguir dois
conjuntos de valores de g, correspondentes a dois tipos de
centros Fe/S reduzidos: centro I, com valores de g a 2,04 , 1,90
e 1,86 , e centro II com valores de g a 2,08 , 1,93 e 1,95.
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Figura VIII.5: Espectros de RPE da hidrogenase de
Ns.barkeri parcialmente reduzida sob hidrogénio
Temperatura e ganho: A-35 K, 2x105 ; B-20 K, 5x104 ;
C- 15,7 K, 5x104 ; D- 12,5 K, 2,5x104 ; E- 9,4 K,
1,6x104 ; F- 8,4 K, 3,2x10; G-6,5 K, 2x104
Amplitude de modulação: 1 mT; Frequência: 9,41 GHz
Potência de microondas: 2 mW
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Em estados mais reduzidos da enzima, sob hidrogénio ou por
adição de ditionito de sódio (Figura VIII.6), verifica-se um
aumento da intensidade do sinal a g=2,04, o que sugere uma
ligeira diferença de potenciais redox de ambos os centros, tal
como tem sido observado para outras hidrogenases [NiFe]. A inten-
sidade total dos sinais a baixa temperatura na amostra mais
reduzida com ditionito de sódio corresponde a 1,7-2 spin por
massa molecular minima de 60 kDa. Este valor é compativel com a
presença de dois centros [4Fe-4S]1+.
Para uma identificação do tipo de centro Fe/S foi prepara-
da uma amostra de hidrogenase reduzida com ditionito de sódio na
presença de dimetilsulfóxido a 80% (Figura VIII.6-F). Detecta-se
um sinal de RPE quase axial, com valores de g a 2,08 e 1,93
observável até cerca de 30 K. Este resultado permite a identifi-
cação dos centros Fe/S como centros [4Fe-4S]2+/1+, no estado de
oxidação +1 nas amostras reduzidas, jà que os centros [2Fe-2S]1+
nestas condições são geralmente detectados até temperaturas perto
de 77 K. Assim, de acordo com os resultados de análise quimica e
de intensidade do espectro a baixa temperatura das amostras
totalmente reduzidas, pode dizer-se que a enzima no estado re-
duzido contém dois centros [4Fe-4S]1+.
Nos espectros de RPE das amostras de hidrogenase reduzida
observam-se ainda outros sinais de RPE:
- um sinal isotrópico a g=2,OO, intenso na amostra parcialmente
reduzida, e não detectado nas amostras totalmente reduzidas. Como
atrás foi referido, este sinal pode resultar da forma semiquinona
do grupo flavinico; a sua não detecção nos estados mais reduzi-
dos, dever-se-ia á formação da forma hidroquinona.
338
82.33 2.23
I I
2J)
I
2.05
I
\
)
1.90
E
F
CAMPO MAGNETICO -
Figura VIII.6: Espectros de RPE da hidrogenase de Hs.barkeri
reduzida : A-O, com excesso de ditionito de sódio;
E- longo tempo de incubação sob hidrogénio; F- redu-
zida com ditionito de sódio na presença de DMSO a 80 %
Temperatura e Ganho: A- 60 K, 3,2xl05 ; B-23 K, 3,2xl05 ;
C- 16 K, 2,5xl05 ; 0- 8,7 K, 5xl04 ; E-ll K, 3,2xl04 ; F-
9,8 K, 6,2xl04 . Outras condições como na Fig.VIII.5
- a temperaturas superiores a 30 K revelam-se sinais complexos
com valores de g a 2,33, 2,23, 2,12, 2,09, 2,04 e 2,00 ,
correspondendo provavelmente á sobreposição de dois sinais rôm-
bicos. Estes sinais poderão resultar de multiplas espécies de
niqueI, embora seja necessário um estudo detalhado destes sinais
para a sua correcta identificação. As componentes a g=2,33 e 2,12
são também observadas em algumas amostras das hidrogenases de
D.baculatus reduzidas (Captitulo VI).
A actividade catalitica da hidrogenase de Ns.barkeri foi
estudada por Fauque et aI (1,7). A enzima apresenta, a pH 7,6 ,
uma actividade especifica de produção de hidrogénio de 270 ~ol
-1 -1H2 produzido.min .mg A actividade máxima de produção de hi-
drogénio é obtida a pH=8 (Figura VII1.7) (1).
Lespinat et aI (8) verificaram que na reacção de permuta
D2/H+ a razão de velocidade de formação dos produtos de permuta
H2 /HD era igual a cerca de 0,3 , a pH=7,6.
Sob hidrogénio, a hidrogenase de Ns.barkeri reduz o cofac-
tor F420 livre ou ligado a proteina, isolado do mesmo organismo,
e o citocromo c 3 tetrahémico de D.gigas, mas não reduz NAD ou
NADP.
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Figura VIII.7: Actividade de produção de hidrogénio
da hidrogenase de Hs.barkeri em função do pH (1)
VIII.6-ÇQDgl~!Q
As características básicas de hidrogenases isoladas de
organismos metanogénicos resumem-se na Tabela VIII.4.
Alguns destes organismos parecem conter mais de uma hidro-
genase (Hb.thermoautrophicum (estirpe áH (9.10») e H.formicicum
(11,12) de propriedades diferentes, em particular no que se
refere á redução do cofactor F4 20: uma reduz este cofactor sob
hidrogénio, enquanto a outra não o reduz. Embora sejam nece3sà-
rios estudos detalhados que comprovem a existência de hidroge-
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TABELA VIII~; CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE HIDROGENASES ISOLADAS DE ORGANISMOS METANOGENICOS
Propriedade
Hb.therm~autotrophicu.
( Li H ) (Marburg)
1 II
Hethanobacterlu~
(estirpe G2R)
Nb.{orlllClCUIll
(DSM 1535)
1 II
Ns.barkerl
(DSM 800)
Ma~~a Molecular 170,Oa
(1tDa)
subunidades 5
(1tDa)
niqueI 2
ferro não hemico 33-43
-(3Fe-xS] n.d.
2
+
+
n.d.
60,0
1
n.r.
n.r.
- 900
3
n.r.
D.r.
n.r.
170
n.r.
3
20
n.r.
170
2
1
10
+b
- 800
+c
1
8
n.d.
VJ
~
N
-(4Fe-4S]
Flavina
a1IUlU .à~ RfK
+
(RPE)
2
+
(RPE)
n.d.
D.r.
n.r.
n.r.
n.r.
+
+
(RPE)
n.d.
2
1
n.r.
oxidado
- Ni(III)
reduzido
- Ni
2,31 2,24 2,02
2,19 2,14
2,31 2,23 2,01
n.d.
n.r.
n.r.
n.r.
n.r.
2,29 2,23 2,01
(2,22 -- --i
2.24 2.12 2,0
Redução de
F420
Act. especifica
(pmoles H2jmin.mg)
evolução
consumo
Referência
+
712
n.r.
(9 )
n.r.
n.r.
(9)
+
300-480
530-720
(13 )
D.r.
n.r.
n.r.
( 3)
+
n.r.
60
(14 )
50-70
170
(15 )
+
270
n.r.
(Este trabalho)
n.d.- n60 detectado; n.r.- n40 referido na literatura
- : ausente ; + : presente (RPE)-evidência por RPE
c) Ha~sa molecular minima: 60 kDa
a) Isolada na forma de oligõmero com Hm>500 kDa
b) Sinal de RPE isotrõpico, de fraca intensidade
Teor em metais: átomo g por massa molecular minima
nases de facto distintas nestes organismos, envolvendo por exem-
plo a determinação da sequência de amioàcidos e o estudo dos
genes de cada enzima. A existência de formas distintas de hidro-
genase pode ser particularmente relevante para o estabelecimento
do metabolismo e bioenergética das bactérias metanogénicas, em
particular para a comprovação da hipótese de reciclagem de hi-
drogénio que, tal como para as bactérias redutoras de sulfato,
foi proposta como um mecanismo possivel naqueles organismos (4).
E também interessante verificar que apenas uma das hidrogenases
tem revelado actividade na redução do cofactor F4 20, apontado
como o transportador electrónico central na metanogénese (4).
Os dados de massa molecular e composição em subunidades
são ainda escassos, não sendo possivel uma comparação detalhada.
Verifica-se que algumas hidrogenases são isoladas em formas oli-
gomé r í cae (ns , b er k er i, 1'1b. thermoautotrophi cum (L1 H (9) e Marburg
(10» e Nethanobacterium, estirpe G2R (3», de elevada massa
molecular (500-900 kDa), que podem traduzir um estado de agrega-
ção de moléculas de enzima, e que tem dificultado a determinação
efectiva da estrutura em subunidades destas enzimas.
Aparentemente todas as hidrogenases de metanogenos contêm
possuem também um grupo flavinico, cuja presença, para a
niquei
G2R,
F420
As hidrogenases redutoras de
e centros Fe/S (apenas para
não se conhecem resultados).
Nethanobacterium estirpe
hidrogenases de Nb.Formicicum, se demonstrou ser essencial para a
redução deste cofactor (14), o que pode sugerir uma relação entre
a presença destes grupos e aquela actividade redutora. O centro
de nd queI nas hidrogenases nativas de n».. t trer moeu i o t r op ni cum (.1 H
(10) e Marburg (13» e /·1b.Tormicicum (14) é activo em RPE, reve-
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lando sinais com valores de g a cerca de 2,3, 2,23 e 2,0
semelhantes aos §in~~ Ni-A e Ni-a da hidrogenase de D,gigas,
tendo sido atribuido o estado de oxidação Ni(III) para este
centro nas enzimas nativas. Em ambas as estirpes de Nb,thermoau-
totrophicum foram isoladas hidrogenases enriquecidas em 61 Ni
(9,13), observando-se alargamento das linhas dos sinais de RPE a
g=2,31 e 2,23 e estrutura hiperfina resolvida nas linhas a
g=2,01, o que demonstrou inequivocamente a origem destes sinais
de RPE em espécies paramagnéticas de niqueI. O sinal de RPE
detectado na hidrogenase nativa de Ns,barkeri apresenta valores
de g e propriedades de relaxação diferentes (valores de g a 2,24
2,12 e 2,0). Contudo, os valores de g são semelhantes aos encon-
trados para diversos compostos de niquel(III) com ligandos pep-
tidicos (Capitulo II), pelo que pode ser atribuido a um ião
Ni(III) numa geometria octaédrica com distorção tetragonal, num
campo forte (8=1/2). Em todos os casos, a intensidade dos sinais
de niqueI "é bastante fraca, 10-20% do niqueI detectado quimica-
mente, indicando que a maioria dos centros de niqueI se encontram
numa forma silenciosa em RPE.
No estado nativo não têm sido observados sinais de RPE que
possam ser atribuidos a centros [3Fe-xS] oxidados, com a excepção
da hidrogenase de Nb,formicicum (15), que apresenta um sinal
isotrópico a g=2,01, detectàvel a baixas temperaturas, mas
quantificando apenas cerca de 0,05 spin/moI. Por espectroscopia
de MCD do estado nativo da hidrogenase de Nb,thermoautotrophicum
(estirpe ~H) verificou-se também a ausência deste tipo de centro
(16). Estes dados podem sugerir que todas estas hidrogenases não
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contém centros Fe/S deste tipo.
Nos estados reduzidos sob hidrogénio ou com ditionito de
sódio destas hidrogenases têm sido detectados a baixa temperatura
sinais de RPE com valores de g a ~1,94, atribuidos a centros
[4Fe-4S] reduzidos. Apenas para a hidrogenase de Ms,barkeri foi
possivel a identificação de dois sinais distintos, devidos a dois
centros [4Fe-4S]2+/1+ no estado reduzido +1. Para as hidrogenases
de Mb,thermoautorophicum (estirpeÂH) redutora de F420 (9) e de
Ms,barkeri foram detectados sinais a g=2,00 em estados inter-
mediàrios de redução, atribuidos a radicais semiquinona dos
grupos flavinicos destas hidrogenases. Também nestas hidrogenases
foram observados sinais de RPE r6mbicos nos estados reduzidos,
possivelmente devidos a espécies de niqueI; o sinal de RPE da
hidrogenase de Mb.thermoaototrophicum (9) tem valores de g seme-
lhantes aos do sinal Ni-C da hidrogenase de D,gigas (valores de g
a 2,19, 2,14 e 2,01) e um comportamento redox também anàlogo ao
deste sinal (é observado apenas em estados intermediArios de
redução).
Apenas para a hidrogenase de Mb,Tormicicum não redutora de
F 420 (15) foram determinados potenciais redox associados aos
sinais de RPE detectados no estado nativo: o sinal de niqueI
desaparece num processo redox monoelectrónico com um valor de
,
E =-400 mV, a pH=8, um valor bastante mais negativo que o obser-
o
vado para os sinais de niqueI das hidrogenases de D,gigas e
Ch.vinosum (17) e, ao contrArio do verificado para estas enzimas,
o processo não é reversivel por reoxidação, isto é, o sinal de
niqueI, após redução da enzima, não reaparece; o sinal isotropico
a g=2,02, atribuido a um centro [3Fe-xS], apresenta um valor de
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,E =-75 mV, da ordem de grandeza dos valores geralmente encontra-
o
dos para este tipo de centro.
As hidrogenases de Nb.thermoautotrophicum (9,10), Hb.Tor-
micicum (14,15) e Hethanobacterium (estirpe G2R) 93) são inacti-
vas no estado em que são isoladas, necessitando de uma fase de
activação sob hidrogénio ou com ditionito de sódio, tal como foi
verificado para as hidrogenases de bactérias redutoras de sulfa-
to. Para a hidrogenase de Hb.Tormicicum (15) a actividade parece
estar dependente de um processo redox a potenciais inferiores a
-400 mV, ou seja, ocorre a potenciais semelhantes aos associados
ao desaparecimento do sinal de niqueI presente no estado nativo
desta hidrogenase.
Para as hidrogenases de Hb.thermoautotrophicum (estirpe
~H) foram realizados estudos de EXAFS e de espectroscopia de Spin
Eco (9,10,18). Os dados de EXAFS indicam que o ião niqueI està
coordenado essencialmente a átomos de enxofre, a uma distância de
cerca de 0,23 nm, e numa geometria octaédrica com distor~ão
tetragonal ou pirâmide quadrangular, ou seja, numa geometria
semelhante á encontrada também por EXAFS para a hidrogenase de
D.gigas (19). Este facto sugere uma semelhança entre os centros
de niqueI destas enzimas,de acordo com os dados de RPE. Por
espectroscopia de Spin Eco verificou-se que o ião niqueI da
hidrogenase redutora de F 420 está possivelmente ligado a um àtomo
de azoto, que os autores propõem pertencer ao grupo flavinico,
enquanto para a outra hidrogenase deste organismo não se detecta
esta ligação.
Por ültimo é de referir que na hidrogenase de Nb.Tormi-
cicum não redutora de F4 20 (15) foi detectada a presença de cobre
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e zinco. Por reoxidação desta hidrogenase observa-se um sinal de
RPE tipico
,
de Cu(II) (E =0 mV).
o
A função destes dois metais
ainda desconhecida.
Como conclusão pode dizer-se que as hidrogenases de bac-
térias metanogénicas até agora caracterizadas contem niqueI e
centros Fe/S, possivelmente do tipo [4Fe-4SJ 2+/ 1+ , e, em alguns
casos, grupos flavinicos. As propriedades de activação destas
hidrogenases parecem semlhantes ás das bactérias redutoras de
sulfato: é necessària uma fase de activação redutora para que a
actividade máxima de produção de hidrogénio por estas enzimas
seja atingida.
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QAPITULO .IX:
HIDROGENASE DE
~SUI:!..EOVIBE.IO DESULFUB.ICANS
(ATCC 27774)
A hidrogenase de Desu17ovibrio desu17uricans (ATCC 27774)
foi estudada essencialmente por H.J.Krüger et aI (1,2 ), na
Universidade da Georgia. Devido ao grande interesse destes
estudos, tendo em conta a semelhança entre esta enzima e a
hidrogenase de D,gigas, os dados obtidos para a hidrogenase de O,
desulfuricans (ATCC 27774) serão apresentados de um forma sucin-
ta.
o organismo redutor de sulfato D,desulfuricans (ATCC
27774) tem uma caracteristica unica entre as bactérias do genero
Desulfovibrio: pode utilizar sulfato ou nitrato como aceitante
terminal de electrões (3). A redução de nitrato é efectuada
apenas até amónia, ao contràrio dos organismos desnitrificantes,
que reduzem nitrato a azoto. As células de D,desulfuricans (ATCC
27774) crescidas em nitrato contêm os mesmos níveis de enzimas
associadas ã redução dissimilativa de sulfato, para alem de
apresentarem niveis elevados de enzimas asssociadas á redução de
nitrato: nitrato reductase e nitrito reductase, ambas ligadas ã
membrana. A primeira destas enzimas não é encontrada nas celulas
crescidas em sulfato, indicando que o metabolismo de nitrato é
indutivel neste organismo. A redução de nitrato està associada á
transdução de energia. A hidrogenase deste organismo é peri-
plásmica, desempenhando um importante papel na redução de nitrito
a amónia (4).
Foram isoladas anaeróbicamente, sob atmosfera inerte, duas
fracções de hidrogenase de D,desulfuricans (ATCC 27774), crescida
em nitrato, designadas por Hidrogenase I e Hidrogenase II. As
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hidrogenases têm massas moleculares semelhantes - 77,6 kDa e 75,5
kDa para as hidrogenases I e II, respectivamente. São compostas
por duas cadeias polipeptidicas ( de massas moleculares de 26,2 e
58,2 kDa) com idêntica composição em aminoácidos. A hidrogenase
II tem uma actividade especifica de produção de hidrogénio (152
(97Isuperior á da hidrogenase-1 -1H2 produzido.min .mg )
-1 -1H2 produzido.min .mg
A hidrogenase I contém 8,7 átomo-g de ferro, 6,8 átomo-g
~mol
~mol
de enxofre lábil e 0,7 àtomo-g de niqueI por mole de enzima. A
hidrogenase II contém 10,4 átomo-g de ferro, 11,4 átomo-g de
enxofre làbil e 0,7 átomo-g de niqueI por mole de enzima.
A semelhança de caracteristicas espectroscópicas (RPE e
Mõssbauer) e de composição em aminoácidos destas duas fracções de
hidrogenase sugere uma identidade de grupos prostéticos; a dife-
rença de contendo em metais pode indicar que a fracção I contem
enzima degradada, pelo que o teor em metais de ambas as enzimas
deverá ser de 11 átomo-g de ferro, 11 átomo-g de enxofre làbil e
1 àtomo-g de niqueI por mole de enzima (1,2).
o espectro de visivel e ultravioleta destas hidrogenases
no estado oxidado apresenta um ombro mal definido a 400 nm (€400=
43,2 M-1.cm-1) e um pico a 280 nm, sendo tipico de proteinas
contendo centros Fe/S. A razão de absorvâncias A400 I A280 e de
0,29. Por redução sob hidrogénio a absorvância a 400 nm decresce
de cerca de 25 % (2).
Nas alineas seguintes serão apresentados resultados apenas
para a hidrogenase de maior actividade especifica (Hidrogenase
II). As suas propriedades fisico-quimicas básicas resumem-se na
Tabela IX.1.
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TABELA IX.1: Propriedades fisico-quimicas da
Hidrogenase II de Dldesulfuricans (1,2)
Massa molecular
(kDa)
Subunidades
(kDa)
- Fe (àtomo-g/mole)
- Ni (àtomo-g/mole)
- S* (àtomo-g/mole)
Espectro de Visivel/UV
(M-l . cm- 1 )
E- 400 nm
E- 280 nm
A400 / A2 8 o
75,5
1 x 58,2
1 x 26,2
11
1
11
43,2
149
0,29
IX. 2-~aracte;d.~Ç.jQ~~;t:Q§..QQ.l2.içª@ ~§.:tªªQ ~t1YQ::'
RPE. ~ MÔssQ.guel:,
A hidrogenase de D.desulfuricans no estado nativo exibe um
intenso sinal de RPE pràticamente isotr6pico centrado a g=2,02
(g=2,024, 2,02 e 2,013), observàvel a temperaturas inferiores a
20 K (1,2) (Figura IX.1-B). Este sinal é idêntico ao observado na
hidrogenase nativa de D.gigas. Neste espectro observa-se ainda um
pequeno sinal a g=2, de origem desconhecida, detectàvel tambem em
algumas amostras da hidrogenase de D.gigas. Albracht et ai obser-
varam um sinal semelhante a este na hidrogenase nativa de Ch.vi-
nosum, atribuindo-o a um sistema de acoplamento de spin entre um
centro [4Fe-4S] paramagnético (S=1/2) e um centro de Ni(III)
(S=1/2) (5). A temperaturas superiores a 77 k o espectro de RPE é
dominado por um sinal rómbico, com valores de g a 2,33, 2,16 e
2,02 (Figura IX.1-B). Este sinal é detectàvel a baixas tempera-
turas mas, tendo caracteristicas de relaxação electr6nica lenta,
encontra-se saturado nessas condições ao valor de potência de
microondas utilizado (2 mW).
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2.01
I
A
B
2.32
I
10 mT
CAMPO HAGNETICO -
Figura IX.!: Espectros de RPE da hidrogenase nativa
de D.desulTuricans
Temperatura : 77 K (A) e 4 K (B)
Amplitude de modulação: 1 mT; Frequência
da radiação de microondas: 9,28 GHz(A) e
9,41 GHz(B); Potência de microondas : 2 mW
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o sinal de RPE isotrópico da hidrogenase II isolada de
células crescidas em meio enriquecido no isotopo 57Fe (1=1/2)
apresenta uma largura de linha de 3,2 mT, superior á observada
para a hidrogenase em abundância natural de 57 Fe (2,1 mT), detec-
tando-se mesmo alguma estrutura hiperfina, com uma constante de
acoplamento hiperfino de cerca de 1,3 mT (1). Estes dados indicam
que o sinal isotrõpico a g=2,02 tem origem num centro contendo
ferro (1).
o espectro de M6ssbauer da hidrogenase enriquecida em
57 Fe, traçado a baixa temperatura, apresenta duas componentes
subespectrais: um intenso dobleto de quadrupolo, correspondente a
70-80% da absorção total, e uma componente magnética entre -2 e
+3 mm/s. O dobleto de quadrupolo tem parâmetros (desdobramento de
quadrupolo, EQ=1,17 mm/s, e desvio isomérico, =0,43 mm(s)
tipicos de centros [4Fe-4SJ 2+/1+ no estado de oxidação +2. De
acordo com os valores da análise quimica, pode concluir-se que
esta hidrogenase contém dois centros [4Fe-4S]2+/1+, oxidados no
estado nativo da enzima (1).
A componente magnética tem um padrão de absorção' fortemen-
te dependente da direcção do campo magnético aplicado, o que
indica que deve estar associada a um intenso sinal de RPE, iden-
tificado como o sinal isotrõpico a g=2,02. Uma análise detalhada
desta componente, idêntica á descrita para a hidrogenase de
D.gigas, revelou que este espectro de Mossbauer e o sinal de RPE
a g=2,02 correspondem a um centro [3Fe-xS] oxidado, com EQ= 0,36
mm/s e =0,36 mm/s (1).
Como conclusão, pode dizer-se que a hidrogenase de D.
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ae s u i tur i c eti s 2+ '1+no estado nativo contém dois centros [4Fe-4S] /
e um centro [3Fe-xS], todos oxidados.
o espectro de RPE a 77 K da hidrogenase de D,ôesulfuri-
cans, isolada de células crescidas em meio enriquecido em 61Ni
(1=3/2) e em 57 Fe (1=1/2) mostra um alargamento significativo das
linhas a g=2,33 2 e g=2,16 e revela estrutura hiperfina na região
de g=2,Ol. As duas linhas extremas nesta região estão afastadas
de 8 mT. Devido ás caracteristicas do espectro de Mõssbauer este
alargamento não pode ser devido aos iões ferro (57 Fe), pelo que
este resultado permite identificar inequivocamente o sinal róm-
bico como resultante de uma espécie paramagnética de niqueI.
As caracteristicas deste sinal de RPE são muito semelhan-
tes ás do ~inal Ni-~ (valores de g a 2,33 , 2,16 e 2,02) detecta-
do na hidrogenase nativa de D.gigas, ou após ciclos de re-
duçã%xida~ão anaeróbica desta enzima. Pelas razões apontadas
nos capitulos anteriores, este sinal pode atribuir-se a um ião
niquel(III) numa geometria octaédrica com distor~ão tetragonal,
num campo de ligandos forte (sistema d 7 de baixo spin, S=1/2).
Em algumas amostras da hidrogenase de D,ôesulfuricans
nativa são detectadas componentes adicionais no espectro de RPE,
com valores de g a 2,23 e a cerca de 2,32 (1). Comparando com os
sinais observados na hidrogenase de D.gigas, esta componente
adicional parece corresponder ao Sinal Ni-A (valores de g a 2,31
2,23 e 2,02) desta enzima.
Na figura IX.2 mostra-se um sequência de espectros de RPE
358
a 77 K da hidrogenase de D.desulfuricans, obtidos aos fim de
tempos crescentes de incubação sob hidrogénio.
A
2.32
I 2.02
I
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Figura IX.2: Espectros de RPE da hidrogenase de
D.desulfuricans reduzida sob hidrogenio
A- Estado nativo; B-D- Hidrogenase reduzida ao
fim de tempos crescentes sob hidrogénio
Ganho: A-l,6xl05 ; B-2xl0S ; C-5xl04 ; D-4xl0s
Temperatura: 77 K; Amplitude de modulação: 1 mT
Potência de microondas: 2 mW; Frequência: 9,28 GHz
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Verifica-se que após o desaparecimento do sinal rômbico
presente no estado nativo se forma um novo sinal r6mbico com
valores de g a 2,19, 2,14 e 2,02, que atinge um màximo de
intensidade em estados intermédios de redução, diminuindo de
intensidade nas amostras mais reduzidas.
Este sinal de RPE tem caracteristicas idênticas ao ~inal
Ni=Q observado na hidrogenase de D"gigas em estados intermedios
de redução, pelo que deve resultar de uma espécie de niqueI com
8=1/2 (Ni(III) ou Ni(I)).
Não foram realizados estudos de RPE detalhados a baixa
temperatura das amostras reduzidas sob hidrogénio. Em algumas
amostras foi observado um sinal de RPE complexo a 4 K, com va-
lores de g a 2,22, 2,10 e componentes alargadas a campo alto,
semelhante ao sinal a g="2,21" da hidrogenase reduzida de D"gi-
gas, bem como um sinal isotr6pico a g=2,0 , do tipo observado em
radicais. Krüger et ai (1) referem que em algumas amostras
reduzidas com hidrogénio se detectam sinais de RPE tipicos de
centros [4Fe-48J 1+ , com gm=1,94, e um sinal com uma componente a
g=2,28.
As hidrogenases de D" de s u-I Tur i c aTis apresentam uma activi-
dade especifica de produção de hidrogénio relativamente fraca
(95-150 ~mol H2 produzido.min-1.mg-1). H.Krüger (2) refere que
nas condições padrão de ensaio desta actividade não se observa
,
uma fase de activação. P.A.Lespinat et ai (6) indicam, pelo
contrãrio, que nas reacções de permuta D2/H+ catalisada por esta
hidrogenase hà de facto um fase de espera, mas durante a qual a
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activação ê bastante ràpida.
Em colaboração com o grupo do Prof. J.LeGall (Cadarache)
+estudou-se a actividade de permuta D2/H de uma amostra de Hidro-
genase II de D,desulfuricans. Verificou-se, embora qualitativa-
mente, que a activação da enzima é bastante rápida, sendo ace-
lerada por adição de ditionito de sódio. A razão de velocidades
iniciais de formação dos produtos de permuta H2 e HD, H2/HD,
entre pH=5 e pH=9, é inferior a 1 (cerca de 0,3). A actividade de
permuta é fracamente dependente do pH naquela gama de valores, em
contraste com a maioria das hidrogenases de bactérias redutoras
de sulfato; o máximo de actividade situa-se entre pH 6 e pH 7.
A hidrogenase de D.desulfuricans (ATCC 27774) contém dois
centros [4Fe-4S]2+/1+, um centro [3Fe-xS] e um centro de niqueI,
provávelmente no estado de oxidação Mi(III) na forma em que a
enzima é isolada. Esta hidrogenase apresenta caracteristicas de
composição quimica e espectroscópicas bastante semelhantes á
hidrogenase de D.qiqas, quer no estado oxidado quer nos estados
reduzidos.
Em relação á actividade catalitica, estas enzimas exibem
propriedades diferentes no que se refere á sua activação a
hidrogenase de D.qiqas apresenta sempre uma longa fase de activa-
ção, enquanto a hidrogenase de D.desulfuricans apresenta uma
activação rápida. Esta diferença, como foi referido no capitulo
V, pode estar relacionada com o estado enzimático em que estas
hidrogenases são isoladas. De acordo com o modelo proposto para o
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ciclo de activação da hidrogenase de D,gigas, a forma enzimàtica
exibindo o singl Ni=~ (g=2,33 , 2,16 e 2,01), correspondera a uma
forma desoxigenada, designada por "ready state" , a partir do qual
a activação e ràpida (fase de redução). Os dados obtidos para a
hidrogenase de D,desulruricans sugerem que esta enzima é isolada
na forma desoxigenada (apenas se detecta com intensidade apre-
ciàvel o ~inal Ni-a), explicando-se assim a ausência da primeira
fase de activação, longa, correspondendo â desoxigenação da enzi-
ma. Este facto sugere ligeiras diferenças estruturais entre as
hidrogenases de D,gigas e D,desulfuricans, alias de acordo com a
diferença também observada na dependência com o pH da actividade
de permuta D2/H+ destas hidrogenases.
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CAPITULO X:
ESTUDO COM:E.AR-AT IVO
DE HIDRQ~MAª-ES DE DESULE.QVIBRIO
Neste capitulo serão comparadas detalhadamente as proprie-
dades fisico-quimicas das hidrogenases de bactérias redutoras de
sulfato do género DesulTovibrio caracterizadas neste trabalho e
de outras hidrogenases do tipo [NiFe] destes organismos referidas
na literatura. Dar-se-à particular ênfase á constituição dos
centros activos e á sua relação com as propriedades cataliticas
destas enzimas. Será discutida a possibilidade de haver um meca-
nismo comum de activação e de reduçã%xidação da molécula de
hidrogénio pelas hidrogenases destes organismos.
As hidrogenases isoladas de DesulTovibrio apresentam uma
grande diversidade em relação á sua localização (têm sido isola-
das hidrogenases periplásmicas, citoplàsmicas e ligadas á membra-
na), estrutura de subunidades, propriedades cataliticas (produção
de hidrogénio versus consumo de hidrogénio e na reacção de per-
muta D2/H+), passos de activação e sensibilidade a oxigénio, CO e
a agentes desnaturantes. As caracteristicas básicas destas hidro-
genases são apresentadas na Tabela X.1.
As hidrogenases têm massas moleculares entre 50 e 100 kDa,
contendo em geral duas subunidades (estruturaa~ ). Uma das
subunidades tem geralmente uma massa molecular de cerca de 50-60
kDa, o que parece ser comum á maioria das hidrogenases bacteria-
nas (1,2). Não é ainda conhecida a distribuição dos centros
activos pelas subunidades.
Em D.baculatus e D.desulTuricans (Norway 4) (3,4) foram
isoladas pelo menos duas formas diferentes de hidrogenase: uma
solüvel e outra ligada á membrana. Os dados disponiveis não
permitem ainda uma distinção correcta destas duas hidrogenases e,
tal como foi referido a propósito das hidrogenases de bacterias
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TABELA X.I;
COMPARACAO DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DE HIDROGENASE5 [NiFe) DE DESULFOVIBRIO
Propriedade
O.salexigens
(Brit1:lh guiana
NCIB 8403)
D·9 i9as(NCIB 9332)
D.Hultispirans
n.sp
D.desul~urican$lb)
(Norway 4)
membranar solõvel
O.bac:ulatuslo)
(estirpe 9974)
periplâsmica membranar
D.desul~urican$
(ATCC 27774)
localização periplasma periplasma citoplasma membrana citoplasma periplasma membrana n.r.
87,0 85,0
2 2
+ (EPR) 1
O 1
w
O)
O)
Massa Molecular 98,0
(kDa)
subunidades 2
niquel(a) 1
selênio(a) 1
Ferro não(a) 12-15
hérnico
- [3Fe-x5] n.d.
- [4Fe-45]2+/1+ +
(prov. 2)
Actividade especifica
(~moles H2 / mi n . mg )
89,5
2
1
O
11
1
2
62,5
2
1
O
11
1
+
(prov. 2)
6
+
+
(RPE)
6
2
100,0
2
1
1
12
+
+
(prov.2)
110,0
2
1
1
12
+
+
(prov.2)
77,6
2
1
O
12
1
2
evolução
consumo
Referências
160
n.d.
(5,6)
440
200
(1-11)
190
566
(12 )
70
200
(3 )
700
n.r.
(4)
527
n.r.
(13 )
n , r.
( 13)
152
n.r.
(14,15 )
nr -não referido
(aJ- valores em átomo-g de elemento por mole de enzima
(b) Detectada também uma fraccão de hidrogenase periplàsmlca
(c) Detectada uma possível hidrogenase citoplâsmlca (Capitulo VI)
metanogénícas, é necessárío um estudo genétíco e ímunulogíco
detalhado bem como uma clarífícação da localízacão das hídroge-
nases destes organísmos para verífícar se de facto as hídroge-
nases ísoladas são díferentes. Este aspecto é fundamental, como
foí referído no capitulo I, para verífícar a hípótese de recí-
clagem de hídrogénío no metabolísmo das bactérías redutoras de
sulfato do género Desulrovibrio.
De entre todas as hídrogenases caracterízadas de Desulro-
vibriones apenas a de D~vulgaris parece não conter niqueI (16).
Todas as outras hídrogenases destes organismos contêm um ãtomo-g
de niqueI e 6-12 átomo-g de ferro não hémíco por mole de enzíma.
Os Atomos de ferro encontram-se agrupados em centros Fe/S, possí-
velmente apenas do tipo [3Fe-xS] e [4Fe-4S]2+/1+. Nas hídroge-
nases de D.baculatus~ D.salexigens e D.desulfuricans (Norway 4)
(4) foi detectada a presença de selénío, em quantídades equímo-
lares com o niqueI.
Nas alineas seguintes serão díscutídas as propríedades
espectroscópicas (RPE e Môssbauer) que levaram á caracterízacão
dos grupos prostétícos destas enzímas.
Na tabela X.2 e nas figuras X.1-2 são índícadas as príncí-
pais caracteristícas dos espectros de RPE observados para hídro-
genases [NiFe] de Desulrovibriones.
X.l.l-~n.tro .ct~ Nigyel
As hidrogenases de D.gigas~ D.desulruricans (ATCC 27774)
(15) D.desulruricans (Norway 4, membranar) (3), D.baculatus (mem-
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branar) e D~multi$piran$ n.sp (12) apresentam no estado nativo
sinais de RPE r6mbicos, com valores de g a cerca de 2,3 , 2,23 e
2,0 semelhantes aos sinais de RPE observados nas hidrogenases
de Nb.thermoautotrophicum (17,18) e em membranas de Hb~bryan-
tii(19). Estes sinais são detectados optimamente a temperaturas
cerca de 77 K.
TABELA X.2: Sinais de RPE de Hidrogenases
[NiFe] nativas de DesulTovibriones
Organismo
(Ref. )
NiqueI
g2
Sinais de RPE
centros [3Fe-xS]
g3 (Sinal a g=2,02)
D~giga$ (NClB 9332)
D. de s u I t'ur i c en s
(ATCC 27774)
2,31
2,33
2,32
2,23
2,16
2,16
2,02
2,02
2,01
+
+
D~desulTUrican$ 2,22
(Norway 4, soluvel) (4)
D.desulTuricans 2,32
(Norway 4, membranar) (3)
2,07
2,23
2,016
2,014
+ (a)
+ (a)
D~salexigens (NClB 8403) Silenciosa em RPE -----
D.multispiran$ n.sp.
(12)
D.baculatu$ (9974)
- membranar
- periplàsmica
- citoplàsmica
2,31
2,34
2,33
2,20
2,22
2,15
2,24
2,06
2,00
2,0
2,0
2,0
Silenciosa em RPE
+
+(a)
+ (a)
+ presente; - ausente (a) de fraca intensidade
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Figura X.I: Sinais de RPE de niqueI de hidrogenases nativas
[NiFe] de DesuITovibriones
A-D.gigas; B-D.desulTuricans (ATCC 27774); C-D~baculatus
(membranar); D-D.baculatus (citoplàsmica)
Temperatura: 77 K (A,B) e 40 K (C,D). Frequência: 9,28 GHz
(A,B) e 9,41 GHz (B,C). Modulação: 1 roT; Potência: 2 mW
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P b t ' t ' ~ . ó' 61 N, (I 3/2)or su s 1 U1çao ~sot p~ca por ~ = nas hidroge-
nases de D.gigas e D.desulfuricans (ATCC 27774), observou-se
alargamento das linhas a g=2,3 e 2,23 (D.gigas) e 2,16 (D.Des-
ulfuricans) e estrutura hiperfina resolvida a g=2,Q nos sinais de
RPE destas enzimas (9,15), bem como nas hidrogenases daqueles
organismos metanogénicos, o que provou inequivocamente que
aqueles sinais de RPE são devidos a espécies paramagnéticas de
níquel. Esta espécie tem sido identificada como um ião Ni(111)
numa geometria octaédrica com distorção tetragonal, num campo de
ligandos forte, resultando num sistema com 8=1/2 e com o electrão
desemparelhado numa orbital d 2.
z
Diversos factos suportam esta
hipótese: as características de relaxação e os valores de g
destes sinais de RPE são semelhantes aos de complexos de Ni(11I)
com ligandos peptídicos; apenas os iões Ni(1I1) e Ni(1), de entre
os possíveis estados de oxidação do níquel, podem dar origem a
sinais de RPE característicos de sistemas com 5=1/2. Os poten-
ciais de redução Ni(I1)/ Ni(1) são em geral bastante negativos
(cerca de -1 V) o que torna difícil explicar a estabilidade do
estado de oxidação Ni(1) no estado oxidado das hidrogenases, em
solução aquosa e na presença de oxigénio. Assim, é provàvel que o
estado de oxidação do níquel no estado de nativo das hidroge-
nases seja de facto Ni(II1); a ocorrência de transições redox
associadas a estes sinais de RPE, possivelmente envolvendo reac-
ções de redução do niqueI, leva também a preferir a hipótese de o
estado de oxidação deste ião no estado nativo destas enzimas ser
o estado Ni(III).
As hidrogenases de D.gigas~ D.baculatus (membranar) e
D.desulfuricans (Norway 4, membranar) (3) apresentam dois sinais
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de RPE rômbicos distintos, com valores de g a 2,33, 2,16 e 2,0
(Sinal Mi-B) e a 2,31, 2,23 e 2,0 (S1nal Ni-A). O Sinª-.l Ni-;a e
semelhante ao sinal de RPE observado na hidrogenase de D,de-
sulfuricans (ATCC 27774) (15) e, para a hidrogenase de D,gigas
(Capitulo V) verificou-se que a intensidade relativa dos sinais
Ni-A e Ni-a pode ser alterada por reoxidação anaer6bica de amos-
tras de hidrogenase reduzidas sob hidrogénio: neste processo, o
primeiro sinal de RPE a formar-se é o Sinal tli-a, seguido pelo
aparecimento do Sinal Ni=A, continuando-se a reoxidação. Conforme
referido no capitulo V, o Sinal tli-a pode estar associado a uma
forma oxigenada da hidrogenase, enquanto o sinal tli-a poderà
corresponder a uma forma desoxigenada da enzima (ver alinea X.5).
A intensidade dos sinais de RPE das hidrogenases de D,ba-
culatus (membranar) e D,desulfuricans (Norway 4, membranar) (3) e
muito fraca (inferior a 0,1% do niqueI detectado quimicamente),
indicando que a maioria dos centros de niqueI se encontra numa
forma silenciosa em RPE. Para as hidrogenases de D,gigas~ D,de-
sulfuricans (ATCC 27774) (15) e D,multispirans (12) a intensidade
destes sinais de niqueI tem variado entre 1 e cerca de 0,2 spinl
mole de enzima, conforme a preparação de hidrogenase.
As hidrogenases de D,desulfuricans (Norway 4, solüvel) (4)
e de D,baculatus (periplàsmica), dão origem a sinais de RPE
rômbicos (também de fraca intensidade) com valores de g a 2,20
2,06 e 2,0. Tendo em conta que estas enzimas contêm apenas ferro
não hémico e niqueI, estes sinais podem, pelas razões atràs
apontadas, ser também atribuidos a uma especie paramagnética de
niqueI no estado de oxidação Ni(III), mas com uma coordenação ou
geometria diferente das correspondentes aos centros de niqueI com
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os sinais de RPE tli=A e ~i-B.
As hidrogenases de Dlsalexigens e Dlbaculatus (citoplàs-
mica) não revelam sinais de RPE rômbicos observàveis a alta
temperatura, sendo praticamente silenciosas em RPE no estado
nativo (ver secção seguinte).
X.1.2-Centro§. Fe,Lg
A temperaturas inferiores a 30 K, os espectros de RPE das
hidrogenases de Dlgigas~ DldesulTuricans (ATCC 27774) e Dlmultis-
pirans (12) são dominados por um sinal intenso e praticamente
isotrópico a g=2,02 (Figura X.2).
Estudos detalhados de espectroscopia de Mõssbauer das
hidrogenases nativas de Dlgigas e DldesulTuricans (ATCC 27774)
(15) permitiram atribuir estes sinais a centros [3Fe-xS] no
estado oxidado (S=1/2) . Os valores de desvio isomérico (8 =
0,36 mm/s) para os espectros de Mõssbauer dos centros [3Fe-xS]
destas hidrogenases são maiores que os dos centros [3Fe-xS] em
outra proteínas ( 8 = 0,30 mm/s para a Fd II de Dlgigas (20),
aconitase (21) e Fd I de Alvinelandii (22» sugerindo que os iões
ferro dos centros [3Fe-xS] das hidrogenases poderão estar, em
parte, coordenados a ligandos oxigenados ou nitrogenados.
Em outras hidrogenases [NiFe] de DesulTovibriones têm sido
detectados sinais de RPE deste tipo, mas com uma intensidade
bastante inferior: hidrogenases de DldesulTuricans (Norway 4,
membranar (3) e solüvel (4», e Dlbaculatus (membranar e peri-
plàsmica, inferior a 0,01 spin/moi). As hidrogenases de D.salexi-
gens e D.baculatus (citoplàsmica) apresentam sinais de intensi-
dade ainda mais fraca (inferior a 0,001 spin/moi).
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Figura X.2: Espectros de RPE a baixa temperatura de
hidrogenases [NiFe] nativas de DesulTovibriones
A-D.salexigens; B-D.baculatus (citoplàsmica);
C-D.baculatus (membranar); D-D.baculatus (periplàsmica)
E-D.gigas; F-D.desulturicans(ATCC 27774) Temperatura:
8 K; Frequência: 9,41 GHz; Modulacão: 1 mT
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E necessário o estudo através de outras técnicas espec-
troscópicas, nomeadamente de M6ssbauer, para verificar se estas
hidrogenases contem centros [3Fe-xS] em quantidade significativa
no estado nativo, e qual o seu estado de oxidação ou de spin, ou
se estes sinais de RPE resultam apenas de uma degradação parcial
de centros [4Fe-4S] por oxidação. Para a hidrogenase de D,de-
sulruricans (Norway 4, soluvel) (23), estudos de espectroscopia
de M8ssbauer e de MCD não permitiram a detecção de agregados
[3Fe-xS] no estado nativo desta hidrogenase, embora por espec-
troscopia de Raman seja observada a sua presença, de acordo com o
sinal de RPE a g=2,Ol, de fraca intensidade, desta enzima.
Os estudos de M6ssbauer das hidrogenases de D,gigas~ D,de-
sulruricans (ATCC 27774) e D,desulfuricans (Norway 4, membranar e
soluvel) (23), mostraram que estas enzimas no estado nativo
contêm dois centros [4Fe-4S]2+/1+ no estado de oxidação +2.
Como conclusão, pode dizer-se que as hidrogenases [NiFe]
isoladas de organismos redutores de sulfato do género Desulfovi-
brio apresentam uma certa diversidade em relação ao estado de
oxidação ou de coordenação do centro de niqueI; todas estas
enzimas parecem conter pelo menos dois centros [4Fe-4S]2+/1+,
provavelmente no estado de oxidação 2+ (ver secção seguinte). A
presença inequivoca de centros [3Fe-xS] apenas foi demonstrada
para as hidrogenases de D,gigas e D,desulfuricans (ATCC 27774)
(10,15,24). Estes dados serão correlacionados com as propriedades
de activação das hidrogenases nas reacções de produção ou consumo
de hidrogénio e de permuta D2/H+ nas alineas X.4 e X.5.
374
Na figura V.12 mostrou-se uma sequência tipica de espec-
tros de RPE a 77 K obtidos por r~du9ão da hidrogenase de D.gigas
sob hidrogénio (Capitulo V), e que se pode considerar como repre-
sentando o protótipo das modifica9ões dos sinais de RPE de hidro-
genases [NiFe] nestas condições.
Após o desaparecimento do sinal a g=2,02 devido ao centro
[3Fe-xS] e dos sinais Ni-A e Hi-a obtem-se um estado silencioso
em RPE (a alta e baixas temperaturas); segue-se a formação de um
novo sinal rômbico, com valores de g a 2,19 , 2,14 e 2,01 (~inal
Ni-C), que passa por um máximo de intensidade em estados interme-
diários de redu9ão. Finalmente, obtém-se um novo estado silencio-
so em RPE a alta temperatura, nos estados de redução obtidos ao
fim de tempos mais longos de incubação sob hidrogénio. O sinal
rômbico foi tambem inequivocamente atribuido a uma espécie de
niqueI, nos estados de oxida9ãoNi(III) ou Ni(I), devido á obser-
vação de alargamento das linhas a g=2,19 e 2,14 e de estrutura
hiperfina resolvida na linha a g=2,01 nas amostras de hidrogenase
enriquecida em 61 Ni (9).
Para as hidrogenases de D.baculatus~ D,salexigens~ D.de-
sul~uricans (ATCC 27774) e D.multispirans n.sp (12) foram detec-
tados sinais de RPE com valores de g semelhantes aos do sinsl Ni=
Q (Figura X.3 e Tabela X.3), para 05 quais 05 estudos prelimi-
nares realizados neste trabalho indicam um comportamento redox
idêntico ao daquele sinal da hidrogenase de D.gigas.
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CAMPO MAGNETICO -
Figura X.3: Espectros de RPE de hidrogenases [NiFe]
de Desulfovibriones no estado reduzido - ~1n~ ~i-Q
A- D,gigas; B-D.desulfuricans (ATCC 27774)
C- D.salexigens; D- D.baculatus (periplàsmica)
E- D,baculatus (citoplàsmica)
Temperatura: 77 K (A,B), 25 K (C), 37 K (D) e 27 K (E)
Potência 2 mW; Modulação :1 mT;
Frequência: 9,28 GHz (A.B) e 9.41 GHz (C-D)
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Organismo
(ref. )
TABELA X.3= Sinais de RPE de Hidrogenases
[NiFeJ de Desulfovibriones, reduzidas sob H2
Sinais de RPE
NiqueI centros [4Fe-4S]1+
g1 g2 g3
D=qi.qas (NClB 9332) 2,19 2,14 2,02 + (2 )
D..d e s u l t'ur ic en s 2,19 2,14 2,02 +
(ATCC 27774) (15)
D s de s u l tur i c en s 2,34 2,12 2,12 +
(Norway 4, soluvel) 2,20 2,15
(4 )
D..de su I tur i ': aTI s 2,19 2.15
(Norway 4, membranar) (3)
D=salexiqens 2,22 2,16 2,0 + ( 2 )
(NClB 8403)
D.. multispirans n. sp. 2,19 2,14 2,01 n.r.
(12)
D=baculatus (9974)(a)
- membranar 2,20 2,16 2,0 + ( 2 )
- periplàmica 2,20 2,16 2,0 + ( 2 )
- citoplàmica 2,20 2,16 2,0 + ( 2 )
(a) Para as hidrogenases deste organsimo sao ainda detectados
outros sinais de RPE no estado reduzido, possivelmente devidos
a niqueI (ver texto) . +: presentei - : ausente
Estudos de RPE a baixa temperatura de estados de redução
destas hidrogenases em que o sinal Ni-C està presente revelam
sinais de RPE complexos que podem ser decompostos essencialmente
em dois grupos (Figura X.4):
típicos de centros 1+[4Fe-4S] , e que
estudos de dependência com a temperatura e com a potência de
microondas para as hidrogenases de D..qiqas~ D..Baculatus e
D..salexiqens, permitiram resolver em dois conjuntos distintos de
valores de g , atribuidos a dois centros [4Fe-4SJ 1+.
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Figura X.4: Espectros de RPE a baixa temperatura de
Hidrogenases [NiFe] de Desuli"ovibrio reduzidas Sinal OOg=2,21"
A- D.gigas; B- D.desuli"uricans (ATCC 27774)
C- D.salexigens; D- D.baculatus (citoplàsmica)
Temperatura: 4,2 K e 7 K (D); Potência de microondas: 2 mW
Modulação de amplitude: 1 mT; Frequência: 9,41 GHz
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- Sinais com valores de g superiores a 2, complexos, com caracte-
rísticas de relaxação electrónica rápida, sendo observados apenas
a temperaturas baixas e com potências de radiação de microondas
elevadas. Este sinal tem sido designado por sinal a "g=2,21"
(valor de g màximo para este sinal na hidrogenase de D.qiqas).
E de referir ainda que em algumas preparações das hidroge-
nases de D.qiqas e D.desulTuricans (ATCC 27774) nos estados
reduzidos se observam apenas os sinais a g=2,21, não se detec-
tando sinais de centros [4Fe-4S] reduzidos.
Os resultados de titulações redox seguidas por RPE para as
hidrogenases de D.qiqas e D.salexiqens mostraram que as intensi-
dades relativas dos sinais de RPE a g=2,21 e Sinal Ni-C variam
com o potencial redox, indicando que estes sinais de RPE têm
origem em espécies diferentes (ver alínea seguinte).
Os sinais de RPE rômbicos observados nos estados interme-
diàrios de redução para estas diferentes hidrogenases têm pro-
priedades de relaxação, valores de g e comportamento redox seme-
lhantes pelo que, em comparação com o âinal Hi-Q da hidrogenase
de D.qiqas, podem ser atribuidos a uma espécie paramagnética de
níquel com características próximas ás da espécie associadá ao
sinal Ni-C desta hidrogenase.
Estes dados permitem ainda verificar que, apesar das dife-
renças detectadas no estado nativo destas enzimas, no estado
reduzido os espectros de RPE são práticamente idênticos, o que
sugere um possivel mecanismo catalítico comum ás hidrogenases
[NiFe] de DesulTovibriones (ver secção X.5)
Apenas para a hidrogenase de D.qiqas foram realizados
estudos de espectroscopia de Mõssbauer detalhados nos estados
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reduzidos (Capítulo V, (24». Estes estudos indicaram que nestes
estados o centro [3Fe-xS] se encontra no estado reduzido, para-
magnético (S>1 e inteiro), não ocorrendo a sua interconversão em
centros [4Fe-4S]1+, e que nos estados de maior redução a enzima
contém dois centros [4Fe-4S] no estado de oxidação +1. Os estudos
de M~ssbauer realizados para a hidrogenase de D~desuIfuricans
(Norway 4, soluvel) (17) no estado reduzido revelaram que esta
enzima no estado mais reduzido obtido pelos autores apresenta
metade dos centros [4Fe-4S] reduzidos, no estado de oxidação 2+.
Foram realizadas titulações de oxidação/ redução, seguidas
por RPE, sob hidrogénio ou por adição de ditionito de s6dio, para
as hidrogenases de D~gigas, D~saIexigens e D~bacuIatus (cito-
plásmica). Os resultados obtidos apresentam-se na figura X.5
podendo resumir-se essencialmente nos seguintes pontos:
- O sinal de RPE isotr6pico do centro [3Fe-xS] da hidrogenase de
,
D,gigas desaparece num processo monoelectr6nico com Eo=-BO mV. Os
dados de espectroscopia de M~ssbauer mostraram que este processo
corresponde á redução do centro [3Fe-xS] (10). Cammack et aI (25)
verificaram que este potencial é independente do pH.
- O Sinal Ni-a da hidrogenase de D~gigas desaparece tambem
através
(pH=B,5)
de um
(10).
processo redox monoelectr6nico com
Cammack et aI mostraram que este
,
E =-220
o
potencial
mV
dependente do pH (decréscimo de -60 mV po unidade de pH) (25). Os
dados de espectroscopia de M~ssbauer podem ser explicados atri-
buindo este processo á redução de um centro [4Fe-4S]2+/1+.
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Figura X.5:Curvas de titulação redox seguidas por RPE para
as hidrogenases de D.qigas (A), D.baculatus e D.salexigens CC)
Representação da intensidade relativa do sinal em função do
potencial redox. A- * Sinal a g=2,02 (Centro [3Fe-xS]) ; v
Q.1Il-ª1 N.1.::A; O SJ.Ml t!1~;XSinal a .. g=2, 21". B- ,SiDa]. Mi.=C. (g= 2, 22) ;
C- O Sinal ,Mi-C.; X Sinal a "g=2,21"; V Sinais a gm=l,94
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o valor de potencial é semelhante ao obtido para o ~1nal Ni-A da
hidrogenase de Ch~vinosum (16); pelo contràrio, um sinal de RPE
de niqueI, semelhante ao ~1nal Ni-A, na hidrogenase de Hb~Tormi-
cicum (27) desaparece apenas a potenciais inferiores a -400 mV.
- Os §inaiâ Ni-C destas hidrogenases apresentam curvas de titula-
ção idênticas, em forma de sino (Figura X.6). O seu aparecimento
ocorre a potenciais inferiores a cerca de -300 mV, atingem um
maximo de intensidade perto de -380 mV e a potenciais inferiores
a -450 mV são jà dificilmente detectàveis.
- Os sinais a g="2,21" das hidrogenases de D.gigas e D.saIexigeTl$
surgem a potenciais um pouco mais negativos que os sinais Ni-C
«-320 mV), atingem um maximo de intensidade a cerca de -400 mV e
diminuem de intensidade a valores mais negativos de potencial,
embora sejam ainda detectaveis a -450 mV.
A actividade catalítica das hidrogenases de De$uiTOvi-
briones só foi estudada em detalhe para a hidrogenase de D.gigas,
verificando-se que esta hidrogenase é isolada num estado não
activo (9,28-30). A actividade catalítica maxima desta enzima so
é obtida ao fim de uma fase de espera, que consiste em dois
processos: um, mais longo, associado á desoxigenacão da enzima,
seguido de outro passo mais rápido, associado a um processo de
redução da hidrogenase (28,29). Os estudos de Lissolo et aI (29)
revelaram que a activação desta hidrogenase sob hidrogénio està
associada
,
a um processo redox com E =-350 mV (pH=8),
o
dependente
do pH (-60 mV por unidade de pH). A sua desactivação, segundo
,
Merge et ai (30), esta ligada a um processo redox com E =-220 mV,
o
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também dependente do pH. Como referido no capitulo V, estes
potenciais redox são semelhantes aos detectados para a formação
do Si~l Ni=º e para o desaparecimento do ~1ngl Ri-A, respectiva-
mente.
Estudos preliminares da hidrogenase de D~desulfuricans
(ATCC 27774) revelaram que a activação desta enzima é bastante
mais ràpida que a da hidrogenase de D.gigas, estando possivelmen-
te associada apenas ao processo de redução. Se assim for de
facto, esta observação sugere ,como foi proposto no capitulo V,
que o Sinal Ni-A (valores de g a 2,31, 2,23 e 2,02) està asso-
ciado a uma forma inactiva da enzima (forma oxigenada), enquanto
o §inal Ri-~ (valores de g a 2,33 , 2,16 e 2,02) està associado a
uma forma desoxigenada, designada por "ready state" , no sentido
em que a partir desta forma enzimàtica a activacão da hidrogenase
é ràpida. A hidrogenase membranar de D.desulfuricans (Norway 4),
que no estado nativo apresenta sinais de RPE idênticos aos Qinaiª
Ni-A ~ NiB da hidrogenas e de D.gigas revela um comportamento na
activação semelhante ao daquela hidrogenase (31); por reoxidação
anaeróbica, os sinais Ni-A eNi-~ destas hidrogenases têm um
comportamento anàlogo. Por outro lado, verifica-se que as hidro-
genases de D.salexigens~ D.baculatus e D.desulfuricans (Norway 4,
soluvel) (4), quase silenciosas em RPE no estado nativo, não
revelam fase de activação, isto é, a actividade màxima é atingida
pràtamente desde o inicio do ensaio. Por exemplo, para a hidro-
genase soluvel de D.desulfuricans é necessàrio realizar os es-
tudos de activação a temperaturas cerca de O °c para que a acti-
vação seja mensuràvel (31). Este dado sugere uma correlação entre
as características espectroscópicas do estado nativo e as pro-
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priedades das hidrogenases em relação á sua activacão:
- as enzimas que no estado nativo apresentam sinais de RPE de
niqueI intensos têm de passar por uma fase de activacão relativa-
mente longa para que se revele a actividade catalitica màxima;
- as enzimas silenciosas em RPE no estado nativo encontram-se num
estado cataliticamente activo.
Estas observações sugerem ainda que o estado activo des-
tas hidrogenases, como foi proposto no capitulo V, corresponda a
um estado silencioso em RPE (ver alinea X.5).
Na reacção +de permuta D2 / H detectam-se também algumas
diferenças entre as hidrogenases de Desulfovibriones. As hidroge-
nases de D,gigas~ D,multispirans e D,desulfuricans (ATCC 27774)
apresentam, a pH=7,S, razões H2/HD inferiores a 1 (cerca de 0,3).
Pelo contràrio, as hidrogenases de D,baculatus e D,salexigens
apresentam nas mesmas condições razões superiores a 1. Verificou-
-se ainda que o valor desta razão é, para as hidrogenases de
D,baculatus e D,gigas, dependente do pH , mas novamente se detec-
ta um comportamento diferente: enquanto para a hidrogenase de
D,gigas a razão é sempre inferior a 1 entre pH 5 e 11 (32), para
as hidrogenases de D,baculatus esta razão é superior a 1 apenas a
valores de pH superiores a -S. Estes resultados sugerem diieren-
ças estruturais entre os centros de activação da molécula de
hidrogénio destas hidrogenases. De acordo com o mecanismo de
cisão heterolitica da molécula de H2 por estas enzimas, a activa-
ção do hidrogénio deve resultar na formação de um ião hidreto e
de um protão, estabilizado por uma base, tal como foi evidenciado
pelos sistemas modelo discutidos no capitulo II, em particular o
complexo Pd(salen). De acordo com estes modelos,
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a actividade
destas hidrogenases deve depender das caracteristicas ácido-base
dos centros de ligação do protão e do hidreto. Em particular,
supondo que o hidreto se liga sempre ao centro de niqueI, a razão
de produtos de permuta com o solvente dependerá do carácter àcido
base do sitio aceitador do protão. Neste aspecto é particularmen-
te relevante verificar que as hidrogenases que nas condições
padrão apresentam razões superiores a 1 são as que contêm selénio
em quantidades equimolares com o níquel, o que sugere um possivel
envolvimento deste elemento como aceitador do protão.
Os dados disponíveis de espectroscopia de ressonância
paramagnética electrónica para as hidrogenases [NiFe] isoladas de
DesulTovibriones resumem-se de forma esquemática na Tabela X.4.
Nota-se que, como foi mencionado nas alíneas anteriores, existe
uma certa diversidade em relação ás caracteriticas espectrosco-
picas do estado nativo; pelo contrário, é marcante a quase identi-
dade dos sinais de RPE detectados nas amostras de hidrogenases
nos estados de reducão sob' hidrogénio. Este facto sugere uma
possível divisão das hidrogenases [NiFe] de DesulTovibriones em
dois grupos:
-Grupo A constituido pelas hidrogenases de D,giqas,
D,multispirans n.sp., D,desulTuricans (ATCC 27774) e D,desulTuri-
cans (Norway 4, membranar). Estas enzimas são activas em RPE no
estado nativo, apresentando sinais de RPE rômbicos com valores de
g a cerca de 2,3 2,2 e 2,0 (Sinais Mi-a ~ Ni-A), atribuidos a uma
espécie paramagnética de Ni(III), e sinais praticamente isotro-
picos centrados a g=2,02, atribuidos a centros [3Fe-xS] oxidados.
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TABELA X.4: SINAIS DE RPE DETECTADOS EM HIDROGENASES DE DESULFOVIBRIO
FORMA OXIDADA FORMA REDUZIDA
Fe/S Sinal
(g=2,02) Ni-A
Sinal
.Mi-Q
Sinal Fe/S
g=2,21 (g=1,94)
Ref.
Hidrogenases tipo A: Requerem uma fase de activação lenta
D~9iga:.=: (NCIB 9332) + + + +
D~de:.=:ulTurican$
(Norway 4) Membranar +( c) + + +
D~multi$piran:.=: n. Spa + + + +
D~de:.=:ulTurican$
(ATCC 27774) + + +
+
n.r.
+
+
+
+
+
+
(8,9 )b
(13 )
(12)
(15)
Hidrogenases tipo B: Requerem uma fase de activação ràpida
D~de5ulTurican5
(Norway 4) Soluvel
D.baculatu$
(ATCC 9974)
Citoplàsmica
Periplàsmica
Membranar
D. s e l ex i ç en s
(NCIB 8403)
+( c)
+( c)
+( c) +
+( a)
+( a)
+
n.r.
+
+
+
+
n.r.
+
+
+
+
+
+
+
+
+
(4,23)
(b )
(b )
(b )
(6, b )
(a) Valores de g diferentes dos determinados para o §iDª! Mi=A da hidrO-
g e n a s e de D.g~g.:II'. (b) Este trabalho. (c) Fraca intensidade.
n , r. n a o referido na literatura; + : presente; - : ausente
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No estado em que são isoladas, estas enzimas são cataliti-
camente inactivas nas reacções de permuta D2/H+, necessitando de
processos de activação para revelarem a actividade catalitica
máxima nestas reacções. Esta activação, de acordo com os resulta-
dos obtidos para a hidrogenase de D,gigas, corresponde a uma
desoxigenação da enzima, seguida por uma fase mais rápida de
redução de centros enzimáticos. O Qinal ~i-A destas hidrogenases
parece estar associado á forma oxigenada, enquanto o ~inal ~i-ª
está provavelmente associado á forma desoxigenada. Esta hipotese
é corroborada pelo facto de a hidrogenase de D,desulTuricans
(ATCC 27774), que no estado oxidado apresenta apenas um sinal
rômbico do tipo ~i-ª, para além do sinal isotr6pico a g=2,02
necessitar sómente de uma fase de activação rápida. A. fase de
activação redutiva leva ao aparecimento de estados silenciosos em
RPE. Na hidrogenase de D,gigas este estado silencioso parece
conter o centro [3Fe-xS] e um centro [4Fe-4S]2+/1+ reduzidos
(9,24). O estado de oxidação neste estado de redução permanece
incerto, embora alguns dados pareçam favorecer a hip6tese de o
ião de niqueI manter o estado de oxidação Ni(III), estando aco-
plado magnticamente ao centro [4Fe-4S]1+ (ver discussão no capi-
tulo V). No entanto, não é ainda possivel excluir a hip6tese de o
ião niqueI neste estado enzimático se encontrar na forma de
Ni(II). O estado silencioso em RPE destas hidrogenases poderá
corresponder ao estado nativo das hidrogenases de Grupo B. E de
referir também a semelhança dos sinais de RPE Ni-Q das hidroge-
nases deste grupo: todos estes sinais têm valores de g a 2,19 ,
2,14 e 2,02.
-Grupo B, constituido pelas hidrogenases de D,salexigens,
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DMdesulfuricans (Norway 4, soluvel) e DMbaculatus. Estas en3imas
são praticamente silencio5as em RPE no estado nativo e a sua
activação nas reacções de consumo ou produção de hidrogénio e de
permuta D2/H+ é muito ràpida ou mesmo praticamente inexistente. O
estado em que são isoladas poderà corresponder ao estado silen-
cioso em RPE das hidrogenases do Grupo A. Outra diferença rele-
vante entre as hidrogenases destes dois grupos reside na razão
H2/HD observada nas reacçõeses de permuta isot6pica: as hidroge-
nases de DMqiqas~ D.desulfuricans (ATCC 27774) e DMIDultispirans,
do Grupo A, apresentam razões H2/H+ inferiores a 1, a pH=7,6
enquanto as hidrogenases de DMbaculatus e DMsalexiqens, do Grupo
B, contendo selénio em quantidades equimolares com o niqueI,
apresentam razões superiores a 1 naquelas condições. Esta dife-
rença, como referido anteriormente, pode reflectir o envolvimento
do selénio no centro catalitico, eventualmente como o sitio
aceitador do protão resultante da cisão heterolitica da molécula
de hidrogénio. Tal como para as hidrogenases do Grupo A, as
hidrogenases do Grupo B apresentam sinais de RPE Hi-Q com valores
de g semelhantes e um pouco superiores aos valores dos sinais Ni=
Q das hidrogenases do Grupo A.
Nos estados reduzidos todas as hidrogenases [NiFe] de
Desulfovibriones até agora caracterizadas apresentam caracteris-
ticas espectroscópicas anàlogas, o que, como jà referido, sugere
um mecanismo comum de activação e produção/consumo de hidrogénio
por estas hidrogenases ..Mant~ndo a hipótese da cisão heterolitica
de H2, e utili3ando como referência os dados adquiridos para a
hidrogenase de DMqiqas e para os modelos funcionais discutidos
por Olivé e Olivé (33) e Alvarez e Hofmann (34), propõe-se como
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hipótese de mecanismo comum a todas estas hidrogenases um ciclo
catalítico em que o centro de niqueI é o centro de activação da
molécula de hidrogénio (Figura X.6).
CICLO DE ACTIVACAO
(Hidrogenases do Grupo A)
Formª oxigenadª
(inactiva)
Sinal Ni=.A
- O2
CICLO CATALITICO
(Hidrogenases dos Grupos A e B)
Activação
redutiva
..
e S
N · .......;::=.~ l( I I I }
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I . S
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I
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8
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Figura X.6: Ciclos de Activação e catalítico
para Hidrogenases [NiFe] de Desulfovibriones
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o estado correspondente ao sinal a g=2,19 (Si~l Ni-Ç)
poderá traduzir um intermediàrio hidreto, Ni(III)-H. O sitio
aceitador do protão é definido como um ligando, provavelmente de
enxofre, o que poderá explicar as diferncas observadas para as
hidrogenases contendo selénio, que substituiria o enxofre naquele
papel. A espécie X pode representar um grupo que funciona como
estabilizador do estado de oxidação Ni(III), diminuindo o
potencial redox para a redução Ni(III)/Ni(II) e, acoplado ao
centro de níquel, explicaria a formação do estado silencioso em
RPE (X poderá ser um centro [4Fe-4S]1+). O esquema catalitico
toma também em conta o balanço de protões e electrões da reacção
global de produção ou consumo de hidrogénio (2 electrões e dois
protões). O estado intermediário contendo um ião Ni(IV) é
postulado em analogia com o ciclo catalítico de complexos
bisditiolenos de níquel (Capitulos II e V). Este ciclo catalitico
pode ser precedido de um ciclo de activação para as hidrogenases
do Grupo A, semelhante ao proposto para a hidrogenase de D.giqas.
A função dos centros [4Fe-4S] e [3Fe-xS] seria essencialmente de
transferência electrónica entre o centro àe niqueI e aceitantes
ou doadores electrónicos exógenos.
Estes ciclos devem ser encarados essencialmente como
hipótese de trabalho, não respondendo ainda a diversas questões,
nomeadamente a origem dos sinais de RPE do tipo a g="2,212, a
forma das curvas de titulação para este sinal e do ~inal Ni-Ç,
bem como quais os processos redox envolvidos nestas transições.
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Neste Apêndice serão descritas as técnicas experimentais
utilizadas neste trabalho, Deu-se particular relevo á Espectros-
copia de Ressonância Paramagnética Electr6nica, que constituiu a
técnica experimental bàsica da maioria do trabalho realizado.
Neste trabalho foram isoladas hidrogenases dos seguintes
organismos:
- Desulfovibrio gigas (NCIE 9332)
- Desulfovibrio baculatus (9974, DSM 1743)
- Desulfovibrio salexigens (British Guiana, NCIE 8403)
- Desulfovibrio desulfuricans (ATCC 27774)
- Hethanosarcina barkeri (DSM 800)
(NCIB- National Collection of Industrial Bacteria; DSM- Deutsche
Sammlung von Mikro-organism; ATCC- American Type Culture
Collection ).
As bactérias foram crescidas na Fermentation Plant da
Universidade da Georgia (USA), em colaboração com o grupo do
Prof.J.LeGall, e na unidade de fermentação do Laboratório de
Chimie Bacterienne do Centre National de Recherche Scientifique,
em Marselha. Os meios de crescimento utilizados encontram-se
descritos nas referências (1,2). Para o enriquecimento isotopico
utilizou-se: ferro metàlico enriquecido em 57 Fe (99,45 %, New
England Nuclear), que se adicionou ao meio de cultura habitual,
mas desprovido de ferro, apÓs se ter dissolvido em HCI; niqueI
obtido da Union Carbide Corporation, com um enriquecimento em
61 Nl.' de 88 84 %, o, adicionado ao meio de cultura após dissolução,
numa concentração de 100 pg/l.
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Os métodos de purificação de cada hidrogenase foram apre-
sentados em detalhe nos Capitulos V-IX. Utilizaram-se técnicas de
cromatografia em coluna de três tipos; permuta iónica, adsorção
e filtração molecular em gel. Todos os processos foram realizados
em colunas termostatizadas á temperatura de 4 °C, usando soluções
tampão de Tris/HCL (Tris- tris(hidroximetil.)aminometano) ou de
fosfato de potàssio, ambas a pH=7,6.
A.r.1.-Materiais cromatogràficos
Os materiais cromatogràficos usados são descritos sucinta-
mente de seguida. Na preparação de cada enchimento seguiram-se as
instruções de cada frabicante.
A.I.1.1-Permuta Iónica
Foi utilizada uma resina de permuta aniónica, dietil-
aminoetil-celulose (DEAE-52, Whatman), que contém grupos amina
protonados +-R-NH3" A separaçao ocorre devido á diferença de
pontos isoeléctricos das proteinas. As mais acidicas fixam-se
nesta resina, e a sua eluição selectiva consegue-se pela realiza-
ção de gradientes suficientemente finos de força iónica crescen-
te. Para esta resina usa-se como eluente Tris/HCl a pH 7,6 ) com
forças iónicas entre 10 mM e 1 M. Antes de carregadas com as
soluções de proteina, as colunas são cuidadosadamente equilibra-
das a baixa força iónica - Tris/HCl 10 mM.
Utilizou-se ainda uma outra resina de permuta ani6nica
DEAE-Biogel A (BIO-RAD), constituida por grupos dietilaminoetil
fixados num gel de agarose. Este tipo de enchimento, com proprie-
dades semelhantes a DEAE, revelou-se extremamente eficiente para
a separação da hidrogenase.
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A.I.l.2-Adsorção
Foi utilizada a hidroxilapatite, uma forma de fosfato de
cálcio (BIO-RAD). A coluna é equilibrada á força i6nica a que a
proteina melhor se fixa, em geral um pouco superior à força
iónica a que a proteina é eluida das colunas de DEAE. A eluição
faz-se habitualmente diminuindo gradualmente a força i6nica em
Tris/HCl, até cerca de lmM e aumentando-a então de novo com
soluções tampão de fosfato.
A.I.l.3-Filtração em gel
A filtração em gel permite a separação de proteinas devido
á diferença de massas moleculares. Usaram-se colunas de Sephadex
G-150 (polidextrano, Pharmacia). A eluição é geralmente efectuada
com soluções tampão de Tris/HCL 10 mM. Para a hidrogenase de
D.salexigens foi também utilizada uma coluna de filtração em gel
de HPLC (TSK G 3000 SW, LKB).
A.II-MétodQ.§ AMiltiQ.Q§.
A.II.l-Determinª-.Ção g~ J2.!:oteing
A concentração total em proteina das soluções foi deter-
minada por dois processos espectrofotométricos: Métodos de Biure-
to (3) e de Lowry (4).
A.II.l.l-Base dos metodos
As cadeias polipeptidicas das proteinas não absorvem
radiação na região do visivel. Contudo, na presença de sais de
cobre e em solução alcalina formam-se complexos corados, de cor
purpura, que permitem a determinação espectrofotométrica do
conteudo proteico das soluções. Os complexos corados resultam da
ligação do ião Cu(II) aos grupos -C=O e -NH2 da cadeia peptidica.
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° composto biureto - H2NCONHCONH2 - forma complexos do mesmo
tipo, o que originou o nome do Método do Biureto. Este método e
relativamente pouco sensivel devido ao baixo valor do coeficiente
de absortividade molar dos complexos formados, exigindo soluções
concentradas de proteina ( 1 - 20 mg de proteina).
° método de Lowry para além de utilizar também soluções
alcalinas de Cu(II), usa um reagente adicional - Reagente de
Folin- que, por reacção com os residuos tirosina, triptofano e
cisteina, leva á formação de um complexo reduzido do ácido fosfo-
romolibdico-fosforotungsténico, de cor azul. Deste modo, a absor-
ção da solução é bastante mais elevada, aumentando-se considera-
velmente a sensibilidade do método (25 - 500 pg de proteina).
A.II.1.2-Método do Biureto (3)
- Reagente Biureto: Dissolvem-se 1,5 g de
CuS04.5H 20 e 6 g de tartarato de sódio ou potássio em 500 mI de
água destilada. Adiciona-se, com agitação constante, 300 mI de
uma solução de NaOH a 10 % (p/v) e afere-se a 1000 mI com àgua
destilada.
DoseamentQ - A 1 mI de solução contendo 1 a 10 mg de
proteina adiciona-se 4 mI de Reagente de Biureto e agita-se; ao
fim de 1/2 h determina-se a absorvância a 550 nm, usando-se como
referéncia uma solução contendo 1 mI de água destilada e 4 mI de
Reagente de Biureto. A recta de calibração é construida usando
soluções padrão de albumina de soro bovino (Sigma), contendo
entre O e 10 mg de proteina.
A.II.1.3- Método de Lowry (4)
SolYçQ~ª - Reagente A: Solução de Na2C03 a 2 % (p/v) em
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NaOH 0,1 N. Reagente B: Solução de CUS04 a 0,5 % (p/v) em tarta-
rato de sódio ou potássio a 1% (p/v). Reagente c: Solução alca-
lina de cobre, preparada apenas na altura de se efectuar a
análise, misturando-se 50 mI de solução A e 1 mI de solução B.
Reagente E: Reagente de Folin diluido 1:2.
DQ§~amentQ - A 1 mI de solução contendo 10 a 50 ug de
proteina junta-se 5 mI do reagente C e agita-se. Ao fim de 10 min
adiciona-se 0,5 mi do reagente E e, ao fim de 30 min, determina-
-se a absorvância da solução a 750 nm. Usa-se como referência
uma solução contendo 1 mI de água destilada e os reagentes C e
E. A recta de calibração obtém-se a partir de soluções padrão de
albumina do soro bovino ( Sigma) contendo ° a 100 ug de proteina.
Para ambos os métodos as rectas de calibração foram
obtidas por regressão linear pelo método dos minimos quadrados.
o contendo em metais das enzimas estudadas foi determinado
por diversos métodos: espectrofotometria (Método do TPTZ -Fe-),
absorção atómica (Mi), com a colaboração do Laboratório de Anà-
lises do Instituto Superior Técnico (Eng. Legrand de Moura) e
emissão de plasma (Fe, Mi e Se), em colaboração com a Universi-
dade da Georgia, USA.
A.II.2.1-Determinação de Fe- TPTZ
° TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) é um dos complexantes
de Fe(II) com maior coeficiente de absortividade, permitindo, por
isso, uma determinação espectrofotométrica de ferro com elevada
sensibilidade. A formação do complexo corado ocorre apenas para
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Fe(II), pelo que é possivel determinar apenas este ião sem
interferência de Fe(III). Para uma determinação total de ferro
numa proteina é necessário reduzi-lo todo á forma de Fe(II).
Por precipitação da enzima em meio ácido - ácido triclo-
roacético - e adição de ácido cloridrico libertam-se os iões
ferro. Após centrifugação, acerta-se o pH da solução sobrenadan-
te a pH = 4,3 com uma solução de acetato de amónio e os iões
Fe(III) são reduzidos a Fe(II) com uma solução de hidroxilamina;
por adição da solução de TPTZ formam-se os complexos corados.
SoluçQes - a: HCI 8 N ; b: TCA a 80% (p/v); c: TPTZ 0,004
M, preparada por dissolução de 64,4 mg de TPTZ em 1 mI de HCI 2
N e diluição a 50 mI com água destilada; d: NH20H.HCI a 10 % ; e:
Acetato de amonio a 75 % (p/v); f: Soluções padrão de ferro
preparadas a partir de sulfato ferroso amoniacal.
DoseamentQ - As diversas soluções são sempre feitas em
tubos de plástico livre de ferro ou em tubos de vidro descontami-
nados. Pipetam-se 0.4 mI das soluções a dosear, contendo 3 a 25
nmoles de ferro, para tubos de plástico. Usa-se como branco 0,4
mI de água. Adiciona-se a cada tubo 50 uI de HCI 8 N e mistura-se
num vortex. Após 10 min de repouso, com agitação ocasional,
junta-se 50 uI de TCA a 80% e remove-se a proteina por centri-
fugação. Transferem-se 0,4 mI da solução sobrenadante de cada
solução para um tubo de plástico e adicina-se 100 uI de acetato
de amónio a 75%, 40 uI de hidroxilamina a 10% e, após agitação,
40 uI da solução de TPTZ. Agita-se novamente e, ao fim de 10 min,
determina-se a absorvância da solução a 593 nm. A recta de cali-
bração é efectuada com as soluções padrão referidas, ajustando-
se os pontos experimentais por regressão linear pelo método dos
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minimos quadrados.
A.II.2.2-Determinação de Ni por absorção atomica
A determinação de niqueI por absorção atómica foi realizada
pelo Laboratório de AnAlises do 1ST. A destruição de matéria
orgânica foi efectuada por ataque com H202 e HN03. Usaram-se como
padrões soluções de Ni2+ entre 0,25 e 5 ppm, que foram utilizadas
para o traçado da recta de calibração (por regressão linear). A
lampada de càtodo oco emitia a 232 nm e utilizou-se ainda um
corrector de deutério. ° limite de detecção do método utilizado
era de 0,1 ppm de niqueI.
A.II.2.3-Determinação de Fe, Ni e Se por Emissão de plasma
Para algumas amostras de hidrogenase o contendo em ferro,
niqueI e selénio foi determinado por espectrofotometria de emis-
são de plasma, em colaboração com a Universidade da Georgia.
A técnica de electroforese foi utilizada para dois fins
distintos: verificação do estado de pureza das enzimas após a sua
purificação e determinação de massas moleculares das subunidades
das proteinas. Em ambos os casos efectuou-se a electroforese em
geis de poliacrilamida a 7% (limite de exclusão de cerca de 1000
kDa) , em aparelhos verticais com capacidade para oito geis.
A.II.3.1-Pureza das enzimas (6)
Em principio, enzimas diferentes devem migrar a
,
ln
velocidades diferentes sob a acção de um campo eléctrico. Assim,
uma preparação pura deve apresentar apenas uma banda no gel,
depois de corado; no caso de se detectarem vArias bandas, a sua
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intensidade relativa fornece uma estimativa qualitativa do
estado de pureza da enzima.
Técn1..çª ~~ti~n..taI
A) SoluQQ~â- I-Preparação dos geis
A: HCI 1 N - 48 mI; Tris - 36,3 g; Tetrametile-
nodiamina (TEMED)- 0,25 mI; água destilada - 100 mI. C: Acrilami-
da - 28 g; NN' bisacrilamida - 0,735 g; água destilada - 100 mI.
( Estas soluções devem ser guardadas no frio, pelo periodo màximo
de seis meses). G: Persulfato de amónio - 0,14 g; água destilada
- 100 mI (esta solução deve ser preparada apenas na altura de
fazer os geis.)
II: Solução tampão - Tris I Glicina: Tris - 3 g;
glicina- 14,4 g; água destilada - 1000 mI. (Esta solução deve
ser diluida 10 vezes antes de usar. )
III: Solução corante: Azul de Coomassie (R 250) -
1,25 g; Metanol - 450 ml.: ácido acético glacial - 46 mI
IV: Solução descorante; Metanol - 50 m.l : àcido
acético glacial - 75 mI; água destilada - 875 mI
B) Soluções de proteina - Usam-se geralmente 40 uI de solução
constituida por 10 uI de solução saturada de sacarose, 10 uI de
azul de bromofenol e 20 uI de solução de proteina em estudo.
C) Procedimento Para a preparação de oito geis de poli-
acrilamida a 7% misturam-se as soluções A, C e G nas seguintes
proporções: A - 4 mI; C - 4 mI; G - 8 mI.
Esta mistura é então colocada em pequenos tubos de vidro
de 0,5 cm de diametro e cerca de 8 cm de altura, de modo a que o
gel atinja um comprimento de cerca de 7 cm. A superficie da
solução coloca-se um pouco de água ou glicerol para que a super-
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ficie do gel fique horizontal. Após a gelificação retira-se a
água do topo e colocam-se os tubos no aparelho de elecroforese
vertical, em cujo compartimento inferior foi previamente colocada
a solução tampão. Introduz-se então a solução de proteina e, no
topo desta e até atingir a superficie superior do tubo, introduz-
se cuidadosamente solução tampão. Enche-se em seguida o compar-
timento superior do aparelho com solução tampão e ligam-se os
eléctrodos á fonte de tensão ( 400 Volt). Após cerca de três
horas desliga-se a fonte de tensão e retiram-se os geis, deixan-
do-os em tubos de ensaio com a solução corante durante uma hora.
Mudam-se então os geis para a solução descorante. Em geral a
descoloração ocorre ao fim de 12-24 h.
A.II.3.2- Determinação de massas moleculares de subunidades (7,8)
A migração de uma proteina num gel sob a acção de um campo
eléctrico depende da sua carga, massa molecular e forma. Para que
seja possivel estabelecer uma correlação entre a migração e a
massa molecular é, pois, necessário uniformizar a carga e a forma
das proteinas. Esta uniformização pode ser conseguida atraves da
utilização de detergentes apropriados, dos quais o mais vulgar-
mente utilizado é o sulfato dodecilico de sódio (SDS). Este
composto é um detergente aniónico que forma complexos micelares
com as proteinas, por ligacão aos grupos catiónicos da cadeia
polipeptidica. Em geral, a taxa de associação do SDS ás proteínas
é aproximadamente constante, embora se verifiquem algumas excep-
cões, frequentemente associadas a proteinas muito acidicas ( como
a maioria das ferredoxinas ) ou com ligações dissulfureto. Estas
ultimas podem ser quebradas em condições redutoras, na presença
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de ditiotreitol ou mercaptoetanol e com aquecimento. ° SDS tem
também a propriedade de cindir ligações não covalentes, levando
ao desdobramento de proteinas globulares e á dissociação de
proteinas oligoméricas. Os agregados micelares SDS/proteina são
de carga uniforme e forma alongada, de comprimento proporcional á
massa molecular da proteina, pelo que a sua migração electrofore-
tica será função apenas da massa molecular de cada proteina.
Verifica-se que existe uma correlação linear entre aquela mobili-
dade e o logaritmo da massa molecular, sendo assim possivel
determinar a massa molecular de proteinas monoméricas ou das
subunidades de proteinas oligoméricas, correndo simultaneamente
proteinas padrão, de massa molecular conhecida.
Tecnicª Ez~ri~ntal
A) SoluçQes - I - Preparação dos geis
A: Solução tampão de fosfato de sodio 0,6 M
83,5 mI; Tetrametilenodiamina - 0,25 mI; Sulfato dodecilico de
sódio ( SDS )- 0,5 g; Ureia - 15 g; água destilada - 150 mI. B:
Acrilamida - 50 g; NN' bismetilacrilamida - 1,35 g; água destila-
da - 300 mI
II: Solução tampão: Solução de Na2HP04 0,5 M -
355 mI; Solução de NaH2P04 0,5 M - 145 mI; Sulfato dodecilico de
sódio - 25 g; água destilada - 2,5 I
III: Soluções corante e descorante - Idênticas
ás indicadas no método anterior, excepto no uso de azul de
Coomassie (G-250).
B) Soluções de proteina - As soluções são preparadas como no
método anterior. No caso de se desejar quebrar as pontes dis-
sulfureto, adiciona-se mercaptoetanol de modo a que a solução
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final tenha uma concentração de tiol de 0,1 % (v/v), e aquece-se
a 100 oe durante 5 mino
C) Procedimento- Para a preparação de oito geis a 7,5%
misturam-se num Erlenmeyer as seguintes soluções; A - 6 mI.
Aquece-se até ocorrer a completa dissolução. B - 9 mI
Adicionam-se 5 mI de água destilada e 14-20 mg de
persulfato de amónio. Enchem-se de seguida os tubos de vidro,
procedendo-se como indicado no método anterior. A fonte de tensão
deve ser regulada de modo a se atingir uma corrente de 10 mA por
cada gel. Após a coloração e descoloração dos geis determina-se o
Rf de cada banda e calcula-se a recta de calibração por regressão
linear pelo método dos minimos quadrados.
A.II.4-Determi...nª'.Ção g§. Ma§.âM .Molecular~ 120r íiltrª'.Ção '§nl ~l
A massa molecular da hidrogenase de Ns.barkeri foi deter-
minada por filtração em gel (Sephadex G-200), numa coluna (lxl00
cm) equilibrada com uma solução tampão de fosfato 0,02 M, pH 7,6
e 1 M em NaCl, segundo o método de Whitaker (9). O volume morto
da coluna é calculado com azul de Dextran. A calibração foi
efectuada com diversas proteínas de massa molecular conhecida
albumina (45 kDa), aldolase (158 kDa), catalase (240 kDa) e
ferritina (450 kDa). O contendo em proteina foi estimado pela
absorção a 280 nm. A curva de calibração foi obtida por regressão
linear, sabendo que existe uma relação linear entre o logaritmo
da massa molecular e o Rf de cada proteína (razão entre o res-
pe.ctivo volume de eluição e o volume morto da coluna). Para as
hidrogenases de D.baculatus as massas moleculares foram determi-
nadas por filtração em gel em coluna de HPLC (TSK G 3000, LKB).
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As titulações redox realizadas neste trabalho foram
seguidas por RPE, ou seja, aos valores de potencial obtidos ao
longo da titulação, transferiam-se cerca de 200 ~l de solução
para tubos de RPE, que eram imediatamente congelados a 77 K para
posterior medida no espectrómetro.
As titulações foram realizadas na celula anaer6bica repre-
sentada esquematicamente na figura A.l, semelhamte á descrita
por Dutton (10).
5 OXlDAIlTE A2
s
pH
AIIGOlI A1
1-+'7f-- ELECTllOlXl COMBlllAlXl
..~__ esc
"!-H7+-- ELECTllOlXl OE Pt
Figura A.! : Célula de Titulação Redox
A-Agulhas; C-Canula de transferência
R-Septums de borracha; S-Seringas
A célula pode ser hermeticamente fechada através de
septums de borracha Ri e R2. Através do septum superior intro-
duzem-se três eléctrodos: eléctrodo de pH, eléctrodo de trabalho
de platina e eléctrodo de referência (eléctrodo saturado de
calomelanos). Pela agulha Ai passa continuamente uma corrente de
gás inerte (argon ou azoto), que além de permitir estabelecer uma
atmosfera anaeróbica no interior da célula, cria a pressão neces-
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sária para retirar as amostras pela canula C. Esta canula é a
unica abertura para o exterior, através da qual, quando emersa na
solução, se extraiem as amostras. Os titulantes são adicionados
pelas agulhas A2 e A3, á.s quais se ajustam seringas "gas tight".
A solução é continuamente agitada electromagneticamente.
No caso das titulações com agentes químicos usaram-se as
seguintes soluções titulantes:- ditionito de s6dio 0,2 M em solu-
ção tampão de TrisjHCI 50 mM, pH=9; - ferricianeto de potàssio
0,2 M, na mesma solução tampão. Para as titulações realizadas
apenas na presença de hidrogénio, em que este gàs é utilizado
como redutor, introduzia-se o gás por uma das agulhas A2 ou A3,
fechando-se a outra. Em ambos os casos a titulação foi feita na
presença de mediadores redox, com potenciais de oxidação redução
na gama desejada, numa concentração final 80 uM (Tabela A.1).
No inicio das titulações os eléctrodos foram calibrados,
usando uma solução saturada de quinohidrona a pH=7, sabendo que o
seu potencial em relação ao eléctrodo de hidrogénio padrão é dado
por:
EQ= 0,6998 - 0,059 pH (Volt)
",:'.'",
Os valores de potencial obtidos podem então ser corrigi-
dos, sabendo que o potencial do eléctrodo de calomelanos em
relação ao eléctrodo de hidrogenio é de 0,241 Volt.
As misturas reaccionais usadas tinham habitualmente um
volume total de 5 mI, sendo constituidas por 1,5 mI de mistura de
mediadores e solução de proteína e de tampão num volume total de
3,5 mI. A concentração final de proteína variou, conforme os
casos, de 24 uM a 100 uM.
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Tabela A.!: Mediadores redox utilizados nas titulacões
Mediador
diclorofenolindofenol
dimetilfenoquinona
fenazina metasulfato
Azul de metileno
Indigo tetrasulfonato
piocianina
2-hidroxi-2,4 naftoquinona
antroquinona 2,7 disulfonato
fenosafranina
safranina T
benzilviologénio
metilviologénio
m Triquat Br
m dimetiltriquat Br
217
180
80
11
-46
-60
-145
-182
-255
-289
-311
-436
-540
-617
o potencial era ajustado adicionando-se pequenas quanti-
dades de redutor ou oxidante (titulação com agentes quimicos)
ou por variação das pressões parciais de hidrogénio e gàs inerte
(titulação com H2). Após estabilizacão a cada valor de potencial,
retirava-se uma amostra. Nas titulações com hidrogénio, verifi-
cou-se que se obtinha uma maior estabilização dos valores de
potencial começando por incubar a solucão sob hidrogénio ao valor
de potencial mais negativo, durante cerca de 90 min, e começando
então lentamente a reoxidacão da enzima diminuindo progressiva-
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mente a pressão parcial de hidrogénio.
Neste trabalho tentou-se o ajuste dos dados das titulações
redox a curvas de Nernst teóricas. As curvas de titulação para os
sinais de RPE presentes no estado nativo da hidrogenase de
D.gigas (Qinal Ni-A e sinal isotr6pico a g=2,02) foram ajustadas
a curvas de Nernst para processos monoelectrónicos, determinando-
,
se assim os valores de E
o'
Os resultados obtidos para os sinais intermediàrios gera-
dos sob hidrogénio (Qinal Ni-Q e sinal a g=2,21) para as hidroge-
nases de D.gigas, D.salexigens e D.baculatus (citoplàsmica) indi-
cam que estas espécies existem numa gama de potenciais muita
estreita (entre cerca de -300 e - 450 mV), o que sugere a ocor-
rência de dois processos redox consecutivos. Assim, foram cal-
culadas curvas teóricas para este tipo de processos.
Considere-se a seguinte sequência de reacções redox:
E 2
A • B .. C
n2 e n1 e
e sejam PA, PB e Pc as fracções das espécies A, B e C em solução
PA + PB + Pc = 1
Podem escrever-se equações de Nernst para estas reacções
(supondo para simplificação t=25 °C)
E= E1 + Q...Q59 Log (PB/PC )
n 1
E= E2 + Q...Q59 Log (PA/PB)
n
Para cada ponto de equiltbrio ter-se-á
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Esta equação pode rearranjar-se, explicitando PB. Conside-
raram-se três casos, numa tentativa de obter um bom ajuste das
curvas teóricas aos pontos experimentais
Processo§. bielectr6nicQ.â, n 1=n 2=2
PB =(-1± ( 1 + 4 (10ÂE/0.0245) (l-PA)/PA) / (2 (10ÂE/0.0245)/PA)
n 2=1,n1=2
Neste caso é necessàrio encontrar a raiz do polin6mio de 3Q grau,
para PB entre Q e 1:
p 3 10 ÂE/0.03 + P p 2 + p 2 (PA - 1) = O
B B A A
Em qualquer destes casos, PB é calculado em função de ÂE e
PA' a diferença de potenciais entre ambos os processos
ÂE = E 1 - E2
Sabendo então PB e PA podem calcular-se os potenciais de
equilibrio através da equação de Nernst e Pc através da relação
E,deo valor màximo para PB é controlado pelo valor
enquanto a forma das curvas é controlada por este parâmetro e por
n i. Os resultados obtidos apresentam-se na tabela A.2.
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Tabela A. 2: Valor de PB para vàr í os valores de ~ E e ni
.1E PB (max)
°
0,.3.32
- 10 0,374
- 20 0,423
- 30 0,469
- 40 0,512
- 50 0,565
- 60 0,612
°
0,332
- 10 0,423
- 20 0,514
- 30 0,612
- 40 0,690
- 50 0,770
°
0,.340
- 10 0,406
- 20 0,468
- 30 0,530
- 40 0,586
Ensaiaram-se também outros tipos de curvas de Nernst,
envolvendo multiplos processos redox (até cinco espécies), conse-
cutivos, mono ou bielectrónicos. Embora se consiga um melhor
ajuste aos pontos experimentais, não é possivel com os dados
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espectroscópicos disponiveis correlacionar este tipo de ajuste
com processos detectados por RPE, pelo que os resultados obtidos
não são apresentados.
'Na figura A.2 mostram-se alguns exemplos das curvas
obtidas, sobrepostas aos valores experimentais para as titulações
da hidrogenase de D.gigas.
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Figura A.2: Curvas de titulacão do sinal Hi-Q (valores de
g a 2,19 , 2,14 e 2,01)
( O) e ( X) - Tit.uLac ão
( V) e (:tt:) - Titulac;:ão
Curvas teóricas: nl=n2=1;
da hidrogenase de D.gigas
com hidrogenio
com ditionito de sedio
nl=2, n2=1; n1=n2=2
A actividade da enzima hidrogenase é determinada utilizan-
do as reacções catalisadas por esta enzima: oxidação de hi-
drogénio (Consumo de H2 , 1), reducão de a+ (Producão de H2 , 2) e
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permuta H/D (3):
2 H+ + 2
(2 )
e to H2( 1 )
(3 )
D2 + H20 • D ° + H22
A unidade de actividade específica é definida como o
-permuta
numero de micromoles de gàs (D2, HD ou H2) produzido ou consumido
por unidade de tempo (minuto) e de massa de proteína (mg):
-produção: pmoles H2 (produzido).min-
1.mg-1
-consumo pmoles H2 (consumido).min-
1.mg-1
-1 -1pmoles D2 (consumido).min .mg
pmoles (HD+HQ)(produzidos).min-1.mg-1
t..
As determinações foram realizadas em colaboração com o
grupo do Prof. J.LeGall, no departamento de Bioquímica da Univer-
sidade da Georgia e na Equipe Commune d' Enzymologie em Cadara-
che. Utilizaram-se dois processos diferentes para a quantificação
dos gases: cromatografia de fase gasosa e espectrometria de
massa.
Foi utilizado o método descrito por Peck e Gest (11).
Mede-se a produção de hidrogénio na presença de um transportador
de electrões - metil viologénio ( 1 mM )- reduzido por um doador
de electrões - ditionito ( 15 mM )-. A reacção faz-se em frascos
de soro de 15 mI contendo Tris/HCl 50 mM a pH 7,6 e albumina de
soro bovino ( 0,5 mg/ml ). O volume total da mistura reaccional é
de 3 mI. Estes frascos podem ser previamente preparados em atmos-
fera inerte ( Argon ou Azoto), selados com rolhas de borracha e
cápsulas de aluminio e congelados até á sua utilização.
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Técnicª Expetimsmtal
A mistura reaccional no frasco é agitada em banho de àgua
a 32 °c durante 20 mino Adiciona-se então a hidrogenase, através
de uma seringa e, a intervalos de tempo regulares, retiram-se
amostras da fase gasosa (250 pI) por intermédio de uma seringa de
gases. Estas amostras são injectadas num cromat6grafo de fase
gasosa.
-º!:2mat 6g.J::a f Q.
O cromat6grafo utilizado em Cadarache - Aerograph A90-P3-'
estava equipado com uma coluna de peneiro molecular (13 X) e com
um detector de condutividade térmica. O gàs arrastador era Argon
e a temperatura do forno era de 80 - 100 oCo
Na universidade da Georgia foi utilizado um cromat6grafo
Varian 4600, com uma coluna de "Molecular sieves" do tipo 5A e
usando uma mistura de metano (5%) e argon (95%) como gàs arrasta-
dor. A temperatura do forno era de 105°C. O método tem uma
sensibilidade de 0,25 a 8 pmoles de H2.
A.IV.2-Con§umQ. de H~
A actividade hidrogenase no consumo de H2 foi determinada
na presença de aceitadores de electrões - benzil viologénio ou
azul de metileno-o O meio reaccional, preparado também em frascos
de soro sob atmosfera inerte, continha Tris/HCI 100 mM a pH 8,0 ,
albumina de soro bovino ( 0,5 mg/ml), EDTA ( 1 mM ) e o aceita-
dor de electrões ( 10 mM), num volume total de 3 mI. Apos
incubação sob argon durante 15 min e adicão de hidrogénio ( 200
pI ) equilibra-se a mistura 20 min à temperatura de 32 °c e
adiciona-se a enzima Como referido no método anterior, a inter-
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valos de tempo regulares retiram-se amostras da fase gasosa para
posterior anAlise no cromatógrafo.
Para o estudo da reacção de permuta, o meio reaccional e
constituido apenas por 10 mI de Tris/HCI 50 mM a pH 7,6 saturado
com uma misturta gasosa de Argon e Deutério (80 e 20 %, respecti-
varnente). As medidas foram efectuadas na célula representada na
figura A.3 , que permite anAlises continuas de gases dissolvidos
através de um espectrómetro de massa. Este sistema permite ainda
um controlo continuo do teor em oxigénio (pico de massa 32).
Figura A.3: Reactor usado para a reaccão de permuta D2/H+ (12)
o reactor consiste num tubo de vidro mantido entre dois
blocos de aço inoxidàvel (4). Um tubo externo (5) limita um
cilindro (6), concêntrico com o anterior, que permite a termosta-
tização do sistema por circulacão de Agua (2,7). A 30lucão (12) e
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continuamente agitada por uma barra magnética e pode ser saturada
com a mistura gasosa por intermédio de uma agulha hipodermica
introduzida no septum (8), situado na base do reactor. Quando a
solução se encontra saturada, o que é controlado por medição
continua no espectr6metro de massa, o pistão (3) é introduzido
no interior do reactor, eliminando a atmosfera gasosa através do
canal central (1), que é depois fechado por uma válvula de
agulha. Os gases dissolvidos difundem pela membrana de Teflon
(11), na base do reactor, até uma linha sob vácuo (9) directamen-
te ligada ao espectrómetro. A hidrogenase é introduzida através
do septum, seguindo-se então, em intervalos de tempo muito
curtos, o consumo de D2 e a produção de HD e H2 (picos de massa
4, 3 e 2, respectivamente).
Utilizando-se as misturas reaccionais descritas nos méto-
dos anteriores e variando correspondentemente as fases gasosas é
também possivel determinar por espectrometria de massa as activi-
dades de consumo ou produção de hidrogénio. Foi este o processo
usado no estudo da dependência da actividade das hidrogenases com
o pH.
A espectroscopia de ressonância paramagnética electr6nica
baseia-se essencialmente nas propriedades magnéticas do electrão.
Estas propriedades dependem da vizinhança molecular dos electrões
desemparelhados (nucleos e electrões pr6ximos), pelo que este
método espectrosc6pico permite obter informações sobre a es-
trutura, composição e configuracão electr6nica dos centros para-
magnéticos. Por outro lado, devido á sua especificidade- apenas
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centros paramagnéticos são detectcveis por RPE- permite estudar
especificamente estes centros, o que é extremamente ütil em
sistemas complexos, contendo diversos centros metálicos, como é o
caso da enzima hidrogenase.
Outra característica importante desta técnica é a possibi-
lidade de quantificar os espectros obtidos, possibilitando assim
correlacionar estes sinais com dados de composicão química das
amostras em estudo. Por ultimo, outras duas características são
ainda de mencionar: é uma técnica bastante sensível (concentra-
cões em spin da ordem de 20 uM podem ser ainda detectadas),
podendo ser utilizados pequenos volumes de amostra (em geral,
cerca de 200 uI), e não destrutiva.
O electrão possui um momento angular intrínseco- o momento
angular de spin S, caracterizado pelo numero quântico de spin S e
com o valor próprio de 1/2. A sua projecção segundo o eixo de
precessão do electrão (eixo dos zz) é caracterizada pelo nÜffiero
quântico magnético de spin m
s'
que pode tomar os valores de +
1/2. Sendo o electrão uma partícula carregada, o seu momento
angular de spin estã associado a um momento magnético A
experiência de RPE baseia-se essencialmente nas características
deste momento magnético. Considerando apenas a projecção segundo
o eixo dos zz, u pode tomar os valores:
ou seja,
onde f3 é
Pz = ± 1/2 f3 ge
-21 -1
o magnetão de Bohr ( 9,274 x 10 erg.G ) e ge e o
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factor g para o electrão livre (ge=2,00232).
Na ausência de um campo magnético externo, os niveis de
energia
Contudo,
correspondentes aos dois valores de m são degenerados.
s
por aplicação de um campo magnético H
o
esta degeneres-
cência pode ser levantada, sendo a energia de cada estado de spin
dada por
E = JlI H
-'-z o
ou
E = ± 1/2ge f3 Ho
A diferença de energia entre cada estado é igual a
LlE = g f3 He o
Este desdobramento dos niveis de spin electr6nico e
geralmente designado por Efeito de Zeeman. Por aplicação de
radiação electromagnética de frequência apropriada
hv =LlE = g f3He o
podem-se induzir transições entre os niveis de spin, por interac-
ção entre o momento magnético de spin e a componente magnética da
radiação, obedecendo á regra de selecção
Esta transição constitui a base fundamental da
espectroscopia de RPE. A maioria dos espectrómetros de RPE
utilizam uma frequência fixa, efectuando-se um varrimento de
. campo magnético. As linhas de absorção aparecerão aos valores de
campo magnético que satisfaçam a condição
h v
H =r
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Um espectro de RPE é caracterizado por diversos
parâmetros, que traduzem a vizinhança do paramagneto em estudo:
- posição da linha espectral (linha de ressonância), dada pelo
g= h v / f3 H = 714.44 v(GHz)/ H (Gauss)
r
- estrutura sobreposta ao envelope espectral básico, resultante
de - i) InteraQ.ÇãQ hi.J2erfina do momento angular de spin electro-
nico com o momento angular de spin do nucleo do paramagneto,
caracterizada pela constante de acoplamento hiperfino ii)
InteraQ.,Ção -ª!ll2erb...i~dinª, entre o momento angular de spin elec-
tr6nico e o momento angular de spin de nucleos vizinhos, caracte-
rizado também pela constante A; iii) Int~ac~Q -ª~n=~in de
natureza dipolar ou de permuta, entre electrões desemparelhados
no mesmo ião ou em i~es vizinhos;
- numero de spins que contribuem para a ressonância (quantifica-
c ão do sinal);
- Te~os ~~ ~l-axg~Q- Como se vera adiante, é imporatnte traba-
lhar em condições ás quais a velocidade de transição induzida
pela radiação de microondas não compita com o processo natural de
relaxação, ou seja, em que condições ás quais a intensidade do
sinal seja independente da potencia da radiação de microondas.
A.V.2.1-Factor g
Este parâmetro especifica a grandeza da interacção de um
electrão com o campo magnético aplicado. Para os radicais livres,
o electrão encontra-se geralmente deslocalizado e, como o nUmero
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atómico dos àtomos dos radicais são pequenos, a constante de
acoplamento spin-orbita é pequena, pelo que a contribuicão para o
momento magnético total do sistema resulta quase exclusivamente
do spin electrónico. Assim, o valor de g destes radicais tem
valores próximos do valor para o electrão livre, ou seja, perto
de 2. Pelo contrário, em iões de metais de transicão o electrão
desemparelhado está localizado essencialmente nestes iões; a
constante de acolamento spin-orbita é elevada, pelo que o momento
magnético efectivo do electrão apresenta uma forte contribuicão
devido ao momento angular orbital (paramagnetismo orbital), Nesta
situacão, o valor de g pode desviar-se apreciavelmente de 2.
Devido á contribuicão do momento angular orbital o momento magne-
tico total dependerá da orientacão de cada molécula no campo
magnético. Sendo g a manifestacão espectroscõpica do momento
magnético, este factor será dependente da orientacão: o factor g
é anisotr6pico, sendo definido por um tensor.
A.V.2.2-Constante de acoplamento hiperfino
Os momentos de spin nucleares originam camposmagneticos
locais que se fazem sentir no electrão, o qual, assim, estarà
sujeito a um campo magnético efectivo diferente do campo aplicado
H :
o
onde
sendo A a constante de acoplamento hiperfino Para que Hl oc seja
não nulo é necessário que o momento angular de spin nuclear seja
superior a O: o valor de I depende do numero de protões e
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neutrões do núcleo, ou seja, do seu numero e massa atomicos-
nucleos com massa atómica impar tem spin semi-inteiro, enquanto
nucleos com massa atómica par e numero atómico impar têm spin
inteiro. Ús restantes nucleos tem 1=0.
As linhas do espectro de RPE são desdobradas em 21+1
linhas, correspondentes á multiplicidade de spin nuclear. A
distância entre cada linha hiperfina é igual ao valor de A.
medido em unidades de campo magnético. A constante de desdobra-
mento hiperfino pode também ser expressa em unidades de energia.
Por exemplo, para um ião Ni(111) (5=1/2), os espectros de RPE com
os isótopos mais abundantes, de 1=0 (58 Ni e 60 Ni) e com o isotopo
61 Ni (1=3/2) sao mostrados na figura A.4 , observando-se o desdo-
bramento das linhas de RPE em 21+1=4 linhas.
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Figura A.4: Espectros de RPE de niqueI, de is6topos com
1=0 (A) e com 1=3/2 (B)
Sinais simulados. usando os valores dos sinais de RPE da
hidrogenase de D.gzgas (Tabela V.5)
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A interacção hiperfina é em geral anisotr6pica, o que
resulta do facto desta interacção ser composta de duas partes;
uma componente isotrópica resultante de uma interaccão de contac-
to entre o electrao e o núcleo e uma componente anisotr6pica que
reflecte a interacção espacial. Como o electrão reside em orbi-
tais com propriedades direccionais especificas, a interaccão
espacial é tambem direccional.
A.V.2.3-Interacção spin-spin
A existência de mais de um electrão desemparelhado
confinados a mesma região do espaço leva a uma forte interaccão
entre os momentos magnéticos de spin, que tem como consequência o
desdobramento dos estados de spin electrónico na ausência de
campo magnético aplicado; QesdobramMto -ª gamaç zerQ. ("zero field
splitting"). O tipo de desdobramento observado depende do numero
de electrões desemparelhados. Segundo o Teorema de Kramer, os
sistemas de spin multielectr6nicos podem dividir-se em dois
grupos;
- sistemas com um numero impar de electrões (spin total semi-
inteiro), para os quais o desdobramento a campo zero leva sempre
ao aparecimento de estados de spin pelo menos duplamente
degenerados ( designados por dobletos de Kramer);
- sistemas com um numero par de electrões (spin total inteiro),
nos quais a degenerescência dos niveis de spin pode ser completa-
mente removida por desdobramento a campo zero.
Para os sistemas com spin semi-inteiro é em geral possivel
obter condições experimentais que permitam observar sinais de
RPE. O numero de transicões detectadas depende do valor do
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desdobramento. caracterizado pelos parametros D e E, cuja razão
E/D depende do grau de rombicidade do centro paramagnético.
Quando o valor do desdobramento é pequeno em relacão á energia da
radiacao de microondas, observam-se transicóes entre os dobletos
de Kramer (Figura A.5); um possivel efeito deste desdobramento
nestes casos é o alargamento do sinal, tornando-o eventualmente
não detectàvel.
Figura A.5: Desdobramento dos niveis de spin a campo zero
para um sistema com S=5/2
A- D=O; B- D- h ; C- D »h
Pelo contrário, um valor de desdobramento elevado, supe-
rior á energia da radiacão de microondas. impede a transição
entre os dobletos; nesta situação observam-se transicões dentro
de cada dobleto, formalmente analisados como sistemas com spin
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1/2. Os sinais de RPE podem então ser bastante complexos, podendo
consistir na sobreposição de sinais devidos a cada dobleto. O
espectro observado é frequentemente dependente da temperatura,
pois a população de cada dobleto é determinada pela distribuicão
de Boltzmann.
Em sistemas de spin inteiro são observadas transições
apenas entre cada estado de spin quando o valor de desdobramento
é pequeno em relação á energia da radiação de microondas, sendo
o espectro de RPE geralmente de dificil detecção.
Em soluções geladas, que são as mais frequentes em
estudos com moléculas bio16gicas, são possiveis todas as
orientações das moléculas em relação ao campo magnético aplicado.
Uma molécula orientada arbitrariamente em relação ao campo
magnético terá um valor de g dado por
g = g2 12 + g2 12 + g2 12
x x y y z z
onde 1 são os cosenos directores do sistema de coordenadas do
tensor g em relação á direcção do campo aplicado e gi são os
elementos principais do tensor g diagonalizado. As moléculas,
relativamente raras, com o eixo dos ~ (ou Y ou ã) paralelo ao
campo magnético terão valores de g iguais a gx (ou gy ou gz)' As
outras moléculas terão valores de g compreendidos entre gx e gz'
incluindo isto e, há moléculas para as quais a solução da
equação anterior é igual a gy' o que tem como consequência uma
maior intensidade da linha a gy em sistemas rômbicos. Quando
todos os valores de g são diferentes, diz-se que o espectro e
rômbicQ e designam-se os valores de g por g1' g2 e g3' ou gmin'
426
gmed e gmax ou aínda por gx' gy e gz' Esta ultima designação s6
deve ser usada quando se conhece o sistemas de coordenadas da
molécula. Quando dois dos valores de g são iguais, gl=g2 < g3 ou
tem-se o caso axial: o valor unico designa-se por g, I
I I
enquanto o outro se designa por gl' Se os valores de g forem
todos iguais o espectro diz-se isotrópico.
A.V.4.1- Intensidade de um sinal de RPE
A intensidade de um sinal de RPE depende de vàrios
factores:- Temperatura da amostra (T), amplitude de modulação
(H
m
) , potência da radiação de microondas (P), valores de g do
sinal, ganho do espectrómetro (G) e outros parâmetros caracteris-
ticos do aparelho. A quantificação é geralmente efectuada por
comparação com uma substância padrão, pelo que os parâmetros
dependentes do espectrómetro se mantêm constantes. Assim, as
variàveis pertinentes são as directamente relacionadas com as
condições de obtenção do espectro e com as caracteristicas in-
trinsecas do sinal (valores de g):
I a H
m
. v'P . G . l/T
Para uma correcta quantificação é fundamental que o
espectro tenha sido traçado em condições ideais, particularmente:
-potência de não saturação
-amplitude de modulação adequada
Tanto quanto possivel, a amostra e o padrão devem ser
traçados em condições idênticas, essencialmente no que se refere
à temperatura. De facto, embora a intensidade de um sinal seja
aproximadamente inversamente proporcional a temperatura, dentro
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de uma certa gama de valores de temperatura. a variação da inten-
sidade de cada sinal com T depende das respectivas propriedades
de relaxacão que, sendo provavelmente diferentes de amostra para
amostra, podem levar a deficientes quantificações dos sinais.
Supondo que a concentração em spin do sistema de referên-
cia e C
r
, a concentraçào em spin da amostra em estudo serà dada
por
H v'Pr Ex C'C mr
.Ã
r C=x --- r
H vPx Er C'mx .Ãx
sendo as temperaturas idênticas e não considerando a correção
para os valores de g. ~ e ~ referem-se, respectivamente, à amos~
tra em estudo e á referência; r é a àrea do sinal de absorção.
Supõe-se que as dimensões de ambas as amostras são identicas,
pelo que a intensidade dos sinais é então proporcional ao nUmero
de spins na cavidadae e, logo, á sua concentração nas amostras.
A.V.4.2-Correção para a anisotropia de g
A probabilidade de transição em RPE é uma função dos
valores de g do centro paramagnético. Assim, uma correcta quanti-
ficação de um sinal tem de entrar em conta com este factor. Aasa
e Vanngard (18) deduziram uma expressão para o càlculo deste
factor correctivo, que designaram por factor de intensidade g :p
onde gx' gy e gz são os valores de g do centro. A concentração em
spin da amostra será então dada por
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H ,jP
r
LX Gr gprC mr C=x r
H v'!> 1:r G gpxmx x x
A concentração de spin por centro paramagnético serà dada
pela razão
s = C /Gc x c
onde C é a concentracão de centros na amostra.
c
A.V.4.3- Integração de um sinal de RPE
o sinal de RPE e obtido geralmente na forma de primeira
derivada, pelo que para calcular a sua intensidade é necessàrio
realizar uma dupla integração. Foi utilizado um método numérico
de integração.
A intensidade de um sinal de RPE, como já referido, é
proporcional a pl/2 quando não está saturado. Quando se atinge
esta situação, a diferenca de populacões entre os niveis de
Zeeman diminui o que leva a uma diminuição da intensidade do
sinal de RPE. A saturação tem ainda outro efeito, relacionado com
o principio da incerteza de Heisenberg: um aumento da potência
J
resulta num aumento da velocidade de transição entre os niveis de
spin, ou seja, o tempo de vida destes estados diminui, conduzindo
a um alargamento do sinal:
w ~ 1 /T Y
onde T é o tempo de vida, W a largura de linha e y a razão
giromagnética. Vê-se assim que um aumento de potencia pode não só
levar a uma defifiente quantificação do sinal mas também á sua
distorção. Em geral, para amostra biológicas, o alargamento das
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linhas de RPE não é homogéneo, isto é, os centros paramagneticos
não têm um comportamento idêntico. De facto, a linha observada e
um envelope de vàrios componentes individuais. Esta não homoge-
neidade resulta de diversos factores, nomeadamente i) não homoge-
neidade do campo magnétíco no volume da amostra, ii) estrutura
fina não resolvida, iii) estrutura hiperfina, iv) interacção
dipolar entre spins com diferentes frequências de Larmor, v) g
strain" e vi) população heterogénea dos centros.
A intensidade de um sinal de RPE (5) depende da potência
de modo mais complexo, dado pela seguinte equação (19)
5 = p 1 / 2 ( 1 + P/P )-b/21/2
onde P1/2 é a potência de meía saturacão e b é o parametro de não
homogeneidade, que pode tomar valores entre 1 (caso de alargamen-
to de linha não homogéneo) e 4 (caso homogéneo). Estes dois
parâmetros podem ser calculados por ajuste da equacão aos
valores experimentais. fazendo-se geralmente a representação
gràfica indicada na figura A.6 de Log (S/p1/2) em funcão de LogP.
-,
-.IS o 1.6
LOG,ÓP)
Figura A.S: Dependência com a potência de microondas de um
sinal de RPE . Curvas calculadas pela equação apre-
sentada no texto para os seguintes valores de Pl/2:
A- 100 mW, B- 20 mW, C- 5 mW (b=l).
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Uma linha paralela ã abcissa indica ausência de saturação
nessa gama de potencias. O valor de pl/2 corresponde ao ponto de
intersecção das linhas paralela e descendente, com declive limite
de -0,5 b. Com base nos resultados experimentais obtidos neste
trabalho fez-se um ajuste daquela função para obter estimativas
destes dois parâmetros; utilizou-se um método de regressão qua-
drática para equações não lineares.
A dependência da intensidade de um sinal de RPE com a
temperatura está também relacionada com a potência: a tempera-
turas baixas, a intensidade do sinal diminui por saturação com a
potência; a temperaturas elevadas, a intensidade decresce com o
factor de Boltzmann (l/T) e, eventualmente, o sinal torna-se
indetectável por alargamento da linha, devido ao aumento das
velocidades de relaxação com a temperatura. Assim, para cada
sinal há uma zona óptima de temperatura e potência para a sua
detecção.
A.V.7-RPE. de metai.§. de .:transição::. Es~ctro.§. de n~l
Os iões de metais de transição, como referido atrás, têm
em geral valores de elevados, pelo que o paramagnetismo orbital
é elevado, tendo como consequência um desvio dos valores de g de
g=2. Resultam assim espectros peculiares, tipicos de cada sistema
g e de cada geometria dos compostos destes metais. Será analisado
o caso mais simples em que o valor da constante de acolamento
spin-orbita é pequeno em relação á diferença de energias entre as
orbitais envolvidas, levando a um desvio pequeno dos valores de g
de g=2, como se verifica para iões Ni(I) e Ni(III). Nesta situa-
ção o valor de g pode ser dado pela equação (17)
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onde n. é dado por
a
n i = 2. < A >2
sendo A o elemento de matriz do operador momento angular entre as
funções de onda das orbitais d correlacionando a relação
rotacional entre a orbital d contendo o electrão desemparelhado e
a orbital relacionada com a primeira por rotaQão em trono de i. A
relaQào entre as vàrias orbitais é dada na Tabela A.3;
constante de acoplamento spin-orbita.
À e a
Tabela A.3: Elementos de matriz para acoplamento orbital (17)
L Ly Lzx
d 2 2 -i d~z -i dx z Q' dXYw~x -y
d :?
-i/J'3 dy Z i 1:';~3 d Üz~ xz
d i d -i d
x z
-2i d 2 ?xy xz X -y
d -i dXY -i/../-3 dz2+i d 2_y2 i dy Zxz x
d y Z i d 2 2 + i/J""3 dz2 i d -i dx zx -y xy
Na figura A.7 mostram-se os diagramas de desdobramento de
orbitais d para iões Ni(III) e Ni(I) em geometrias vulgares para
estes iões. Os compostos de Ni(III), um sistema d7, são geralmen-
te de spin baixo. Numa geometria octaédrica com distorção rômbica
o estado fundamental é definido como d d .4( XZ' yz)
(d.,.2)1 (d 2 2)° ou seja, o electrão desemparelhado encontra-se
... x -y ,
numa orbital d 2. Aplicando a equação anterior, os valores de g
z
são dados pelas expressões seguintes:
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gx = 2 - 6 À I ,1E(d 2-d )z YZ·
gy = 2 - 6.À / ,1E(dz2-dx z )
gz = 2
.....
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Figura A.7: Diagrams de desdobramento de orbitais d para iões
Ni(I) e Ni(III)
degenerados, vindo E(d 2-d ) = E<d 2-d ) =,1 E,
z yz z xy
sãoNo caso de geometria tetragonal, d e
xz
dyz
pelo que os
valores de g são
g - g = gx - y 1.
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com
gl :: 2 - 6 À I Á E
g I I :: 2
I I
vindo
livre,
gl .>
(20) ) .
( À tem um valor nezat í YO para o ião Ni(III)
Estas equações indicam que para o ião Ni(III), em geome-
tria octaédrica, os valores de gx e gy são superiores a 2, com
gx,gy > gz' e gz com um valor próximo de 2. , tal como se verifi-
ca para a maioria dos sinais de RPE de niqueI nas hidrogenases
[NiFeJ. Para um campo de ligandos com geometria quadrangular
plana a configuração electrónica do estado fundamental
(d d )4 (d
z2)2 (d )1 (d 2 2)°, sendo os valores de g dadosxz' yz xy x -y .
por
gx :: 2 - 2 À I ÁE(dXY -dx z)
gy :: 2 - 2 À I ÁE(dXY -dy z)
gz :: 2 - 8 À I ÁE( dXY -dX2_y2)
Neste caso todos os valores de g se afastam de 2. Se as
orbitais d
x z
e dy Z forem degeneradas
gx :: gy :: gl ' gz ::
com gl <.: g"
- I I
g, I
I I
No estado monovalente, Ni(I), um sistema d 9, o electrão
desemparelhado encontra-se numa orbital d 2 2. Uma anAlise seme-
x -y
lhante a efectuada para o ião Ni(III) mostra que os valores de g
devem ser todos diferentes de 2, e, no caso de geometria axial,
com g:: > gl'
Para uma previsão dos valores de g em cada caso é neces-
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aá r í,o o conhecimento dos valores de L1 E. A análise anterior
mostra que é difícil, a prlor.i, e apenas a partir dos valores de
g de um sinal de RPE de niqueI, atribuir um dado estado de
oxidação a i6es niquelou seja, distinguir entre os estados de
A espectroscopia de M8ssbauer foi utilizada em colabora~ão
com o Prof. B.H. Huynh, do Department of Physics da University of
Emory (Atlanta, Georgia, USA). Esta técnica espectroscópica reve-
lou-se . nos ultimos anos extremamente poderosa para o estudo de
proteinas contendo ferro, nomeadamente as proteinas contendo
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centros ferro-enxofre, em particular em estudos conjugados com a
espectroscopia de ressonància paramagnética electrónica. Os prin-
cipios bàsicos da espectroscopia de Mossbauer serão referidos
brevemente. salientando-se em particular a sua relação com a
espectroscopia de RPE.
A espectroscopia de M6ssbauer consiste na absorção nuclear
por ressonância de raios y, sem recuo. Baseia-se em transições
entre niveis de spin nuclear que, no caso do isótopo de ferro
57Fe , são as transições entre o estado fundamental com 1=1/2 eo
estado excitado com 1=3/2. A fonte de radiação é especifica para
o nucleo em estudo. De entre os isótopos de ferro, apenas o
isotopo 57 Fe é detectado por Mossbauer, usando-se como fonte de
radiação uma fonte de cobalto 57 Co (emissão de raios y de 14,4
eV). Devido á baixa abundância natural do isotopo 57 Fe (cerca de
2 %), é necessário o uso de amostras muito concentradas ou o seu
enriquecimento naquele isótopo de ferro.
A variação da energia da fonte de radiação é efectuada por
movimento linear dessa fonte em relação á amostra, utilizando-se
o efeito de Doppler, pelo que os parâmetros de M6ssbauer são
dados em unidades de velocidade (mm/s). O espectro de M6ssbauer
consiste na representação da transmissão relativa de raios y em
função da velocidade da fonte, utilizando-se como referência o
ferro metálico. A forma e posição das linhas do espectro de
Mossbauer depende fundamentalmente de dois factores, resultantes
de interacções hiperfinas do nucleo com campos eléctricos e
magnéticos vizinhos.
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A interacção electrónica hiperfina resulta de interacções
electricas monopolares e quadrupolares do nucleo com a vizinhança
electrónica, caracterizada pelo desvio isomérico, 8 e pelo
desdobramento de quadrupolo, 57O nucleo de Fe no estado
excitado tem um raio inferior ao do estado fundamental, pelo que
a energia a que ocorre a transição de Mõssbauer depende da densi-
;; ,.
dade electrónica no nucleo. O desvio isomérico constitui uma
medida qualitativa do estado de oxidação, do tipo de coordenação
e do grau de covalência em compostos de ferro, sendo um parâmetro
bastante util, essencialmente no estudo de séries homólogas de
compostos ( por exemplo, para centros Fe/S em diversas estruturas
e.~
9u estados de oxidação). Por outro lado, o estado excitado, com
1=3/2, possui um momento de quadrupolo electrico que, por inter-
c:
acção com o gradiente de campo eléctrico da vizinhança electro-
nica do nucleo, leva ao desdobramento do quarteto de 1=3/2 em
dois dobletos (±1/2, ±3/2), enquanto o estado fundamental se
mantém degenerado. Observam-se por isso duas transições, desigan-
do-se o espectro por um dobleto de quadrupolo. A diferença de
energia entre as duas transições é caracterizada pelo desdobra-
h!
-s:
mento de quadrupolo, Os dois parâmetros 8e;:1 EQ permitem,
em séries homólogas de compostos de ferro, uma caracterização
preliminar da estrutura electrónica do composto. Na figura A.a
esquematizam-se os espectros de Môssbauer obtidos atendendo ás
interacções de monopolo e de quadrupolo.
A interacção magnética hiperfina resulta da interacção
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entre o momento magnético de spin nuclear e campos magnéticos ha
vizinhança do nucleo, que podem ser internos (sistema paramagné-
tico) ou aplicados á amostra. Esta interacção resulta no desdo-
bramento dos niveis de spin nuclear em 21+1 niveis, observando-se
seis linhas no espectro de Mossbauer, obedecendo ás regras de
seleção ±1 e ÃI = 1 (Figura A.8).
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Figura A.8: Espectros de Mossbauer esquemáticos traduzindo
diversos tipos de interacção hiperfina (ver texto)
As caracteristicas dos espectros de Mossbauer magnéticos
serão analisadas com maior detalhe, salientando-se a correlação
entre o tipo de espectro de Mossbauer que se observa e o espectro
de RPE correspondente.
o espectro de Mossbauer magnético mais simples resulta
438
quando um campo magnético efectivo actua no nucleo de 57 Fe. O
desdobramento dos estados nucleares fundamental e excitado pode
ser calculado pelo Hamiltoneano
onde
n
H = - gn ~ n I He f
I é o momento magnético de spin nuclear e H
e f e o
campo magnético efectivo sentido pelo nucleo. Em geral o operador
Hamiltoneano pode ser separado num termo electronico H
e
e num
termo traduzindo a interacção hiperfina magnética Hh f
onde
- - -H = He + Hh f
= D[(Sz2 - 5(5+1)/3 + .1(52 - 52)] + ~ 5.g.H
x y
- - - -
Hne = S. A. I - gn ~ n I. H
O termo de desdobramento a campo zero do sistema electró-
nico (parametros D e E) e o termo de interacção de Zeeman são em
geral grandes em relação ás interaccões hiperfinas. Assim, os
termos ,electrónicos definem o eixo de quantizacão electr6nica, o
que permite reescrever o Hamiltoneano nuclear, HN substituindo 5
pelo valor expectável <5>
HN = < S > . A
O termo
-H
n
-
= -gnBnI(Hint+H) =
traduz o campo magnético, que determina as caracteristicas mag-
néticas do espectro de M6ssbauer.
Na ausência de campo aplicado, os sistemas não-Kramer (5
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inteiro, nàmero par de electões), têm <5>=0, donde Hi nt= O.
Assim, na ausência de campo, o espectro consiste apenas num
dobleto de quadrupolo. E o caso, por exemplo, de ião ferroso de
baixo spin, 5=0, e de alto spin 5=2, de centros [2Fe-2S] oxidados
e [3Fe-xS] reduzidos (5=2).
5istemas de Kramer (5 semi-inteiro) são fundamentalmente
diferentes: campos magnéticos intensos são observados mesmo na
ausência de campo aplicado. Para 5=1/2, o Hamiltoneano electroni-
co é
H = fJ 5.g.H
e
o espectro das moléculas dependerá da orientação dos eixos
moleculares (sistema de eixos principal do tensor g ),em relaçãô
à direcção do campo aplicado e à radiação
-O spin electronico
está quantificado na direcção H'=g.H ,isto é ,<5> tem componente
não nula apenas ao longo de H'. A distibuição de H'e, dai, de <5>
e H. t' depende essencialmente dos valores de g electrónicos.ln
Para um sistema isotrópico não há direcção preferencial;
pelo que H' ,<5> e Hi n t são paralelos ao campo aplicado. 5e o
campo for aplicado paralelamente à radiação, cada nucleo sente
um campo magnético paralelo àquela radiação; nesta situação são
proibidas transições com~m = 0, observando-se um espectro de
tipo B (Figura A.8); se o campo for aplicado perpendicularmente a
radiação observa-se um espectro do tipo C. Efectuando um espec-
tro de diferença B-C, observam-se as transições de m=O. Para
sistemas não isotrópicos mas em que os valores de g são relativa-
,.
mente próximos observam-se espectros com as mesmas caracteristi-
caso A detecção de um sinal de Môssbauer fortemente dependente do
campo é uma indicação clara de que se deve observar um sinal de
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RPE intenso.
Se o tensor g for uniaxial, gx=gy=O, o sistema é silencio-
so em RPE, e o espectro é independente da direcção do campo
aplicado.
No caso de serem detectados dois espectros de Móssbauer,
dependentes da direcção do campo, mas apenas se observa um sinal
~
~e RPE, então o spin electr6nico é partilhado pelos dois centros
associados aos sinais de M6ssbauer.
Em resumo, pode dizer-se que centros paramagnéticos de
ferro podem ser diferenciados e caracterizados usando as espec-
troscopias de Môssbauer e de RPE. Para um sistema com um nàmero
'~r~
Par de electrões desemparelhados, não se observa em geral um
o~
sinal de RPE. Na ausência de campo aplicado, o espectro de Môs-
sbauer consiste num dobleto de quadrupolo. Se o sistema for
~
paramagnético (S>O), distingue-se de um sistema diamagnético por
aplicação de um campo magnético externo. Pelocontràrio, para um
sistema com um numero impar de electrões desemparelhados, o
espectro de Mossbauer é alargado mesmo na ausência de campo
magnético externo. Na presença de um campo fraco podem distin-
~ ..
guir-se dois tipos de dobletos de Kramer: um, silencioso em RPE,
JE
com valores de g perto de zero, com um espectro de Móssbauer
fndependente da direção do campo aplicado; outro, activo em RPE,
~
com pelo menos dois valores de g distintos de zero, com espectro
de Móssbauer dependente da direcção do campo aplicado. A espec-
troscopia de Mossbauer é, pois, particularmente atil para o
estudo de proteinas contendo ferro, pois permite a detecção de
todos os átomos de ferro da amostra, independentemente dos esta-
dos de oxidação e de spin, levando á caracterização dos tipos de
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centros enzimáticos de ferro, para alem de permitir a quantifica-
ção dos sinais.
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